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Atualmente, muitos consumidores procuram nos alimentos um caráter funcional para 
além das suas propriedades nutricionais. Assim, o conceito de alimento funcional e/ou 
nutracêuticos torna-se muito atual, possibilitando a obtenção de benefícios adicionais 
para a saúde, nomeadamente na prevenção de doenças. Neste contexto, a incorporação 
de extratos de cogumelos em matrizes alimentares configura um exemplo de 
desenvolvimento de nutracêuticos/alimentos funcionais. Contudo, estes extratos ricos 
em moléculas bioativas (e.g., compostos fenólicos) são reconhecidos por possuírem 
instabilidade quando expostos a condições adversas ou até mesmo durante o 
processamento dos alimentos. Neste sentido, a técnica de microencapsulação pode 
ajudar a ultrapassar estas restrições. No presente trabalho, foram estudadas as 
propriedades bioativas dos extratos alcoólicos de duas espécies de cogumelos, Suillus 
luteus e Coprinopsis atramentaria, quer de forma individualizada, quer através da sua 
combinação em diferentes proporções, a fim de avaliar potenciais efeitos sinergistas. As 
microesferas foram produzidas através da técnica de spray drying utilizando 
maltodextrina como agente encapsulante, uma vez que esta é frequentemente aplicada 
na área alimentar com o objetivo de proteger compostos, principalmente da oxidação. 
Os estudos por microscopia eletrónica de varrimento mostraram microesferas pequenas 
e com invaginações na superfície, no entanto, houve um bom rendimento e eficiência de 
encapsulação. Após terem sido avaliadas as propriedades antioxidantes do extrato 
microencapsulado e de se ter verificado a sua manutenção relativamente ao extrato 
livre, procedeu-se à incorporação de uma mistura dos extratos (isentos de metanol) de 
cogumelos (S. luteus e C. atramentaria (1:1)), na forma microencapsulada e livre, em 
requeijões. A incorporação do extrato livre conduziu a produtos com atividade 
antioxidante inicial superior (t=0) tendo-se verificado a sua diminuição para t=7 dias, o 
que pode estar associado à sua degradação; no entanto, apesar dos requeijões 
enriquecidos com o extrato microencapsulado terem mostrado uma atividade inferior 
para o tempo inicial em comparação com o extrato livre, para t=7 houve uma melhoria 
da atividade o que pode ser justificado pelo facto das microesferas protegerem o extrato 
e propiciarem uma libertação gradual do mesmo. As análises efetuadas nas amostras de 
requeijão enriquecidas com o extrato livre e encapsulado revelaram que não houve 











Currently, many consumers search for food with functional character beyond their 
nutritional properties. Thus, the concept of functional food and/or nutraceuticals 
becomes a hot topic, allowing the obtaining of additional health benefits, including 
disease prevention. In this context the incorporation of mushroom extracts in food 
matrices configures an example of nutraceuticals/functional foods development. 
However, these extracts are rich in bioactive molecules (in general, phenolic 
compounds), known to present instability when exposed to adverse conditions or even 
during food processing; in this regard, the technique of microencapsulation can 
overcome such constraints. In this work, the bioactive properties of alcoholic extracts of 
two mushrooms species, Suillus luteus and Coprinopsis atramentaria, were studied 
individually or combined at different proportions in order to evaluate potential 
synergistic effects. The microspheres were produced by spray drying, using 
maltodextrin as the encapsulating agent, a material widely used in the food sector 
aiming at protecting compounds, e.g. from oxidation. Studies by scanning electron 
microscopy showed minor invaginations on microspheres surface, however, a good 
yield and encapsulation efficiency was attained. After evaluation of encapsulated 
extracts antioxidant properties and their maintenance, comparatively to the free extract, 
the work proceeded with the incorporation of a mushroom extracts mixture (S. luteus 
and C. atramentaria (1:1)), in the microencapsulated and free forms, in a cottage 
cheese. The incorporation of free extracts resulted in products with higher initial 
antioxidant activity (t=0 days) but declining for t=7 days, which may be associated with 
their degradation. However, the cottage cheese enriched with the microencapsulated 
extracts, that reveled a lower activity at initial time, showed for t=7 days an increase. 
This improvement in the antioxidant activity may be explained by an effective 
protection provided by the microspheres together with a gradual release. Analyses 
performed on samples of cottage cheese enriched with free and encapsulated extracts 
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Motivação e Objetivos 
A procura de alimentos que apresentem caráter funcional, isto é, que não sejam apenas 
equilibrados nutricionalmente mas também com propriedades bioativas, nomeadamente 
capacidade antioxidante, tem aumentado nos últimos anos. 
Os extratos fenólicos obtidos a partir de algumas espécies de cogumelos comestíveis 
silvestres da região de Trás-os-Montes demostraram diferentes bioatividades, 
nomeadamente atividade antioxidante e antitumoral; deste modo, os extratos naturais 
podem ser incorporados em alimentos de forma a torná-los funcionais. No entanto, é 
necessário superar algumas das fragilidades dos extratos nomeadamente a sua possível 
oxidação e o forte odor característico. Neste contexto foi realizada a sua 
microencapsulação para ultrapassar as restrições descritas anteriormente. 
Assim, os principais objetivos deste trabalho foram:  
(i) Avaliar a atividade antioxidante e antitumoral de extratos fenólicos obtidos a 
partir de duas espécies de cogumelos silvestres, quer individualmente, quer 
combinados em diferentes proporções de forma a verificar a existência de 
efeitos sinergistas.  
(ii) Estabilizar/microencapsular os extratos mais promissores através da técnica 
de spray drying; este passo visa a proteção dos principais compostos à 
oxidação como também “mascarar” o forte odor característico dos extratos 
fenólicos de cogumelos aumentando as possibilidades de estes poderem ser 
utilizados na indústria alimentar. Assim, neste trabalho foi explorada a 
técnica de microencapsulação, utilizando matrizes biodegradáveis e não 
tóxicas para a produção de microesferas, aplicando-a aos extratos estudados 
que demostraram bioatividade. 
(iii) Averiguar a atividade antioxidante dos extratos microencapsulados de forma 
a verificar se existe perda, manutenção ou aumento das propriedades, ou até 
mesmo efeitos sinergistas com a combinação de extratos encapsulados. 
Adicionalmente foi realizada a caracterização das microesferas por vários 
métodos, nomeadamente: avaliação por MEV, eficiência de encapsulação e 
estudos de estabilidade quando expostas a diferentes condições de 
armazenamento. 




(iv) Incorporar as microesferas numa matriz alimentar, mais concretamente num 
requeijão, tendo-se realizado estudos de atividade antioxidante para dois 
tempos de armazenamento diferentes (0 e 7 dias), avaliação da cor e do valor 
nutricional das amostras de requeijão obtidas. 
Estrutura da tese 
Este trabalho encontra-se dividido em 4 capítulos principais. O primeiro denominado 
por “Revisão Bibliográfica” inclui uma revisão da literatura sobre os principais temas 
em estudo: (i) cogumelos silvestres como alimentos funcionais e fonte de nutracêuticos 
e (ii) microencapsulação. 
O segundo capítulo “Materiais e métodos” descreve os principais materiais utilizados 
no decorrer dos ensaios bem todas as metodologias experimentais seguidas. 
No capítulo “Resultados e discussão” apresentam-se os principais resultados obtidos 
experimentalmente seguidos de uma breve discussão dos mesmos. 
Por fim, no último capítulo intitulado por “Conclusão e Trabalho futuro”, realizam-se 
as considerações finais ao trabalho, abordando os principais resultados obtidos na 
realização do mesmo. São também propostas algumas sugestões como trabalho futuro. 
No final encontram-se um conjunto de Anexos que apoiam o trabalho realizado. Nesta 
secção poderão também ser encontrados resultados secundários ao trabalho 
desenvolvido que suportam as conclusões retiradas. Foi ainda incluído um trabalho 




1 Revisão Bibliográfica 
1.1 Cogumelos silvestres como alimentos funcionais e fonte de 
nutracêuticos 
Os cogumelos silvestres têm sido apreciados em todo o mundo por possuírem uma 
grande diversidade de biomoléculas com valor nutricional e propriedades medicinais. 
(Barros et al., 2008; Ferreira et al, 2009; Reis et al., 2011, Barreira et al., 2012). Têm 
sido reconhecidos como alimentos funcionais e como fonte de compostos para o 
desenvolvimento de fármacos e nutracêuticos, incluindo compostos com propriedades 
antioxidantes, antimicrobianas e antitumorais (Ferreira et al., 2012).  
Vários autores nomeadamente Barros et al. (2007), Kalač (2009), Heleno et al. (2009), 
Reis et al. (2011), Reis et al. (2012), Pereira et al. (2012) e Vieira et al. (2012) 
descrevem os cogumelos como sendo alimentos ricos em água, minerais, proteínas e 
hidratos de carbono e com baixo teor em calorias e gordura, tornando-se num bom 
alimento a ser incluindo em dietas equilibradas. 
De 1800 espécies de cogumelos, apenas se conhecem as propriedades medicinais de 
700. Estes reúnem uma variedade de metabolitos bioativos, como por exemplo, 
compostos fenólicos, policétidos, terpenos, esteroides e polissacáridos, com 
propriedades cardiovasculares, antidiabéticas, antimicrobianas, antitumorais, anti-
inflamatórias, anticancerígena, entre outras (Lule & Xia, 2006; Barros et al., 2008; 





matrizes alimentares e são usados com o objetivo de melhorar a saúde. Assim, um 
nutracêutico pode ser obtido a partir de extrato, micélio ou corpo de frutificação de um 
cogumelo, podendo ser consumido na forma de comprimidos como suplemento 
alimentar (Barros et al., 2007). Foram realizados vários trabalhos de investigação cujos 
resultados revelam que os cogumelos medicinais têm muito a oferecer ao sistema de 
cuidados de saúde para o ser humano no século XXI. Nos casos em que os 
medicamentos modernos não fornecem uma solução completa, a complementação com 
estes nutracêuticos pode aumentar o sucesso do tratamento (Chang & Miles, 2004). 
Entre várias propriedades que são conferidas aos cogumelos destacam-se a atividade 
antioxidante e antitumoral. Seguidamente serão descritas de forma pormenorizada estas 
duas propriedades uma vez que foram também as testadas a nível laboratorial. No 
entanto serão apresentadas adicionalmente outras potencialidades destes compostos na 
saúde humana.  
1.1.1 Atividade antioxidante 
Um radical livre pode ser qualquer átomo ou molécula que contém um ou mais eletrões 
desemparelhados na orbital mais exterior (Gutteridge & Halliwell, 2000; Carocho & 
Ferreira, 2013). Sendo que nestas condições, os radicais livres apresentam uma forte 
reatividade com outras espécies químicas. Em organismos aeróbios, os radicais livres 
entre outras espécies reativas de oxigénio (ROS), de azoto (RNS) e de enxofre (RSS) 
são constantemente produzidos durante o funcionamento normal da célula (Barros et al., 
2008; Ferreira et al., 2009; Carocho & Ferreira, 2013; Dziki et al., 2013). Estas espécies 
podem ser, na maioria, removidas pelas defesas antioxidantes da célula. Em 
concentrações baixas, as espécies reativas podem ser benéficas ao organismo uma vez 
que se encontram envolvidas em processos fisiológicos de sinalização e de regulação 
(Fang et al., 2002). No entanto, quando a produção de espécies reativas nomeadamente 
radicais livres é excessiva, o equilíbrio entre estes e as defesas antioxidantes é afetado, e 
nestes casos, existe stresse oxidativo e/ou nitrosativo (Valle, 2011). 
O stresse oxidativo pode ter causas naturais, como o que ocorre em situações de 
exercício físico extremo, ou em processos de inflamação, mas pode também ter causas 
não naturais como a presença de xenobióticos no organismo ou em situações 





Heleno et al., 2010). As ROS têm uma maior produção e como consequência deste 
excesso existe a oxidação de lípidos celulares, proteínas e ADN, levando à sua 
modificação e frequentemente à sua inutilização, deixando de desempenhar a sua função 
normal (Fu et al., 1998; Ridnour et al., 2005; Valko et al., 2007; Barros et al., 2008). 
 
Figura 1.1 - Causas e consequências dos radicais livres no organismo. (Adaptado de: Ferreira et al. 
(2009)). 
São várias as doenças que podem surgir devido ao stresse oxidativo, evidenciando-se 
alguns tipos de cancro, diabetes, doenças cardiovasculares, desordens do foro 
psicológico, entre outras (Barros et al., 2008; Heleno et al., 2010). O controlo da 
produção excessiva de espécies reativas pode ser obtido assegurando níveis adequados 
de antioxidantes e quelantes de radicais livres melhorando, por exemplo, hábitos 
alimentares (Lachance et al., 2001). 
No entanto, em resposta à constante presença de radicais livres, o organismo 
desenvolveu uma série de mecanismos para a sua própria defesa (Ferreira et al., 2009). 
Estas defesas podem ser de ordem enzimática ou não enzimática. São várias as defesas 
enzimáticas endógenas podendo ser encontradas em todo o organismo, tanto no meio 
intracelular como no meio extracelular (Ferreira et al., 2009). São exemplos destas 
defesas a superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase 
(GPH-Px) e a glutationa redutase (GPH-R). O α-tocoferol (vitamina E), o ácido 
ascórbico (vitamina C), a glutationa (GSH), os carotenoides, os flavonoides, entre 
outros, fazem parte das defesas antioxidantes não enzimáticas (Valko et al., 2007; 





Tendo em conta que as defesas endógenas por vezes não são suficientes para controlar o 
stresse oxidativo, torna-se importante aumentar o consumo de antioxidantes através de 
alimentos incluídos na dieta; deste modo pode-se constituir um sistema de defesa 
exógena (Ferreira & Abreu, 2007; Heleno et al., 2010). Os antioxidantes podem ser 
definidos como substâncias que, quando presentes em baixas concentrações em relação 
às concentrações do substrato oxidável, atrasam ou inibem significativamente, a 
oxidação desse substrato (Niki, 2010). 
Estudos realizados nesta área têm mostrado que a ingestão de frutas e vegetais está 
associado a uma diminuição do desenvolvimento de doenças crónicas como o cancro e 
doenças cardiovasculares (Liu, 2004), uma vez que estes alimentos têm um alto teor de 
fitoquímicos. Os fitoquímicos são classificados como compostos bioativos englobando 
os carotenoides, compostos fenólicos, alcaloides e compostos organossulforados 
(Ferreira & Abreu, 2007). Os cogumelos contêm vários compostos fenólicos 
reconhecidos como sendo excelentes antioxidantes devido à sua capacidade para captar 
radicais livres por transferência de um eletrão e às excelentes propriedades redox dos 
seus grupos hidroxilos fenólicos. Autores como Froufe et al. (2009) descreveram a 
existência de correlações significativas entre a concentração de compostos fenólicos e a 
atividade antioxidante. 
Os compostos fenólicos são compostos secundários do metabolismo de plantas e fungos 
(Bravo, 1998; Lule & Xia, 2006) e tornaram-se num grupo de moléculas importantes 
para a prevenção e tratamento de diversas doenças (Cao et al., 2002). Os compostos 
fenólicos podem surgir de uma das duas vias de síntese: do ácido chiquímico ou do 
acetato (Bravo, 1998). São caracterizados por possuírem no mínimo um anel aromático 
substituído com um ou mais grupos hidroxilo (Lule & Xia, 2006; Crozier et al., 2009). 
Normalmente são classificados (Tabela 1.1) pelo número e arranjo dos seus átomos de 
carbono e são comumente encontrados em formas conjugadas com açúcares e ácidos 







Tabela 1.1 - Estruturas básicas de compostos fenólicos. (Adaptado de: Bravo (1998), Crozier et al. (2009) 
e Carocho & Ferreira (2013b)). 
Classificação Esqueleto Estrutura 














1.1.2 Atividade antitumoral 
O cancro é a principal causa de morte nos países desenvolvidos e os principais fatores 
responsáveis pela sua origem são nomeadamente os carcinogéneos ambientais, genes 
herdados, características fisiológicas hereditárias e acumulação de mutações somáticas 
(Pinto, 2009). Como humanidade tem tentado encontrar tratamentos mais eficazes e 
com menos efeitos colaterais para tentar reduzir a taxa de mortalidade desta doença 
(Newman et al., 2003; Carocho & Ferreira, 2013b), os compostos fenólicos têm um 
grande impacto no tratamento uma vez que exercem um efeito inibidor do crescimento 
de linhas celulares tumorais e de vários tumores em modelos animais (Cao et al., 2002). 
De facto, os compostos naturais não perderam a sua influência e entre 1981 e 2006 
47,1% dos medicamentos anticancerígenos aprovados clinicamente eram produtos 
naturais não modificados ou os seus derivados em modelos semissintéticos (Carocho & 





O facto de os compostos fenólicos estarem envolvidos na prevenção do stresse 
oxidativo, ou seja, na capacidade que têm de captar radicais livres, evitam desta forma 
as fases iniciais de propagação de cancro (Pereira et al., 2009; Unekwu et al., 2014). 
Além deste mecanismo, estes compostos possuem outras formas de atuação no 
desenvolvimento de células tumorais, assim sendo, sabe-se que interferem na regulação 
do metabolismo energético, na indução da apoptose celular, interferem também na 
proliferação das células cancerígenas, na prevenção da oxidação, na regulação do 
sistema imune do hospedeiro, na atividade anti-inflamatória e inibem e regulam enzimas 
e hormonas (Havsteen, 2002; García-Lafuente et al., 2009; Pereira et al., 2009; Ma et 
al., 2013).  
Os extratos fenólicos de cogumelos têm também revelado grande potencial para 
inibição do crescimento celular de linhas celulares tumorais humanas. Liu et al. (2013) 
e Dziki et al. (2013) estudaram a interferência dos extratos de Ramaria flava (Pers. Ex 
Fr.) Gray e Chenopodium quinoa Willd, respetivamente, em linhas celulares tumorais. 
Cada espécie apresentou afinidades diferentes para cada uma das linhas testadas, sendo 
que o primeiro obteve ótimos resultados para a inibição de linhas cancerígenas da mama 
e o segundo foi mais eficaz na inibição de linhas tumorais da próstata. Outros autores 
como Santos et al. (2014), Vaz et al. (2010) e Vaz et al. (2012) estudam a capacidade 
de extratos de vários cogumelos como p. ex. Suillus luteus (L.: Fries) Gray e Suillus 
collinitus (Fr.) Kuntze na inibição de diferentes linhas celulares tumorais humanas, bem 
como os seus efeitos no ciclo celular e indução de apoptose. 
1.1.3 Outras potencialidades 
Os compostos presentes nos cogumelos apresentam outras funções para além das 
nomeadas anteriormente, destas destacam-se a função cardioprotetora (Guillamón et al., 
2010), antimicrobiana (Alves et al., 2012; Anthony et al., 2014; Ren et al., 2014), 
antiviral (Piraino & Brandt, 1999; Gu et al., 2007; Gong et al., 2009) e anti-inflamatória 
(Moro et al., 2012; Ma et al., 2013; Gunawardena et al., 2014). Desta forma os 
compostos bioativos dos cogumelos, mais especificamente os compostos fenólicos 
tornam-se interessantes para incorporação na dieta uma vez que apresentam vários 





1.1.4 Espécies em estudo: Suillus luteus e Coprinopsis atramentaria  
O Nordeste de Portugal, mais especificamente a região de Trás-os-Montes, é conhecido 
pela biodiversidade em cogumelos (macrofungos), assumindo um papel importante na 
sua produção e comercialização. Para a realização deste trabalho foram utilizadas duas 
espécies de cogumelos, nomeadamente Suillus luteus e Coprinopsis atramentaria 
(Bull.) Redhead, Vilgalys & Moncalvo; algumas das informações sobre os mesmos 
encontram-se descritas na Tabela 1.2. Ambas as espécies são comestíveis. 
Tabela 1.2 - Informações relativas às espécies de cogumelos silvestres comestíveis em estudo. 
Espécie Suillus luteus (Sl) Coprinopsis atramentaria (Ca) 
Reino Fungi Fungi 
Divisão Basidiomycota Basidiomycota 
Classe Agaricomycetes Agaricomycetes 
Ordem Agaricales Agaricales 
Família Suillaceae Psathyrellaceae 
Género Suillus Coprinopsis 
Ano de colheita 2009 2010 
Imagem  
  
A caracterização química do Suillus luteus e do Coprinopsis atramentaria foi já 
efetuada pelo grupo de investigação BioChemCore-CIMO. Segundo o documentado por 
Reis et al. (2011)., Suillus luteus revelou ter: ácido cinâmico (0,41 mg/100 g), ácidos 
fenólicos, dos quais: ácido protocatéquico (0,47 mg/100 g); vitaminas como o α-
tocoferol (19,14 µg/100 g), β-tocoferol (15,34 µg/100 g), γ-tocoferol (336,77 µg/100 g), 
δ-tocoferol (78,51 µg/100 g) e ácido ascórbico (87,21 mg/100 g); açúcares como o 
manitol (1,29 g/100 g) e a trealose (1,35 g/100 g); ácidos gordos polinsaturados 
(52,75% destes 52,31% são referentes ao ácido linoleico), ácidos gordos 
monoinsaturados (32,93% dos quais 31,24% ácido oleico) e ácidos gordos saturados 
(14,32% dos quais 10,57% é representado pelo ácido palmítico). Os componentes 
químicos da espécie Coprinopsis atramentaria foram estudados por Heleno et al. 





nomeadamente, o ácido p-hidroxibenzoico (4,71 mg/100 g), o ácido p-cumárico (0,82 
mg/100 g); açúcares (concentração total 6,19 mg/100 g) entre os quais a trealose, açúcar 
mais abundante (5,35 mg/100 g); tocoferóis nomeadamente, α-tocoferol (4 µg/100 g), β-
tocoferol (20,18 µg/100 g), γ-tocoferol (52,66 µg/100 g) e δ-tocoferol (1,50 µg/100 g); 
ácidos gordos polinsaturados (54,73% dos quais 46,69% são referentes ao ácido 
linoleico), monoinsaturados (31,71% sendo 30,65% de ácido oleico) e saturados 
(13,56% tendo o contributo de 11,11% de ácido palmítico). Todos os resultados são 
referentes a massa seca de cogumelo. 
Estudos de bioatividade, nomeadamente antioxidante e antitumoral, foram também 
realizados pelo grupo de investigação. Os resultados são promissores, no entanto, até ao 
momento não foi ainda estudada a combinação de ambos os cogumelos em diferentes 







A técnica de microencapsulação surgiu há algumas décadas e contínua a ser bastante 
utilizada tendo uma panóplia de aplicações (Suave et al., 2006). Pode ser definida como 
um processo em que pequenas partículas de um sólido ou líquido são revestidas por um 
material de revestimento, proporcionando deste modo uma barreira física entre o 
composto do núcleo de outros componentes (Gharsallaoui et al., 2007). A 
microencapsulação engloba um conjunto de técnicas que permitem o desenvolvimento 
de formulações, em que o seu conteúdo é protegido e a sua libertação pode ser 
modificada com o objetivo de atuar num determinado local, por um determinado 
período de tempo a uma velocidade específica (Champagne & Fustier, 2007; Brasileiro, 
2011; Souza et al., 2013).  
A tipologia das micropartículas pode ser dividida em microcápsulas e microesferas. São 
denominadas de microcápsulas as partículas em que o núcleo está concentrado no centro 
e rodeado por uma camada de polímero de espessura variável (Figura 1.2 - B). Já as 
microesferas são partículas onde o princípio ativo é disperso na matriz polimérica 
(Figura 1.2 - A) (Ré, 1998; Fang & Bhandari, 2010).  
 
Figura 1.2 – A – Microesfera. B – Microcápsula. (Adaptado de: Suave et al. (2006)). 
A tecnologia de microencapsulação tem sido utilizada em diversas indústrias, como por 
exemplo na agrícola, alimentar, de produtos domésticos, médica, gráfica e cosmética 
(Silva et al., 2003). As principais razões para a sua utilização incluem (Ré, 1998; Fang 
& Bhandari, 2010; Murugesan & Orsat, 2012):  
 Proteção do princípio ativo do meio envolvente (temperatura, radiação 
ultravioleta, interação com outros materiais, entre outros); 






 Mascarar compostos de sabor e/ou odor desagradável; 
 Reduzir a evaporação para o meio ambiente; 
 Proporcionar a libertação controlada do princípio ativo. 
O método ideal de microencapsulação deve ser simples, reprodutível, rápido e fácil de 
ser implementado a nível industrial. Deve ser pouco dependente das características de 
solubilidade do princípio ativo e polímero (Brasileiro, 2011).  
Atualmente, a quantidade de métodos de microencapsulação patenteados ascende a 
várias centenas, e é previsível que o número aumente à medida que forem surgindo 
novos materiais encapsulantes e novos princípios ativos que requeiram processamentos 
específicos para a sua microencapsulação (Suave et al., 2006). A escolha do método de 
encapsulação para uma aplicação específica depende de vários fatores, tais como: 
tamanho das partículas, propriedades físicas e químicas do núcleo e da parede, aplicação 
do produto final, mecanismos desejados de libertação, escala de produção e custo 
(Azeredo, 2005). 
A diferença básica entre os métodos existentes está forma como o material encapsulante 
é depositado e/ou formado em torno do material ativo, visto que o processo pode ser de 
natureza física, química ou físico-química (Ré, 1998; Martins et al., 2014). Alguns dos 
processos de microencapsulação encontram-se descritos na Tabela 1.3 divididos 
consoante a natureza do processo. 
Tabela 1.3 - Técnicas de síntese de micropartículas (Adaptado de: Ré (1998); Azeredo (2005); Suave et 
al. (2006)). 
 Método de encapsulação 
Método físico 
Spray drying; spray cooling; liofilização; 
pulverização em banho térmico; co-
cristalização; extrusão. 
Método químico 
Inclusão molecular; polimerização 
interfarcial. 
Método físico-químico 
Coacervação; emulsificação seguida de 
evaporação do solvente; inclusão em 
lipossomas; pulverização em agente 





Seguidamente será descrito o método de spray drying de forma mais pormenorizada 
uma vez que será o processo utilizado para a produção de micropartículas neste 
trabalho.  
1.2.1 Método de encapsulação – spray drying 
A encapsulação por spray drying é utilizada na indústria alimentar desde o final dos 
anos 1950 (Fang & Bhandari, 2010) tendo também um grande impacto de utilização na 
indústria farmacêutica (Ré, 1998). A técnica de spray drying é um método simples, 
rápido, contínuo, apresenta um baixo custo de processo e permite obter o produto final 
sem necessidade de efetuar lavagens para separar as micropartículas ou eliminar 
resíduos de solventes (Brasileiro, 2011). Produz partículas de boa qualidade (Estevinho 
et al., 2013; Martins et al., 2014) com baixa atividade em água e peso reduzido 
resultando numa maior facilidade de armazenamento e transporte (Murugesan & Orsat, 
2012). O método de spray drying apresenta como principais limitações: o tipo de 
material encapsulante (deve possuir solubilidade em água num nível aceitável) (Ré, 
1998; Gharsallaoui et al., 2007; Fang & Bhandari, 2010; Estevinho et al., 2013) e o 
facto de o equipamento ser volumoso e de dispendioso (Martins et al., 2014). 
A microencapsulação por spray drying é uma prática comum na engenharia sendo 
utilizada na industria alimentar para assegurar uma estabilidade microbiológica, evitar 
riscos de degradação de químicos e/ou agentes biológicos e obter um produto com 
propriedades especificas, como p. ex.: a possibilidade de solubilidade instantânea 
(Gharsallaoui et al., 2007). 
O método de microencapsulação por spray drying é uma operação unitária através da 
qual um produto líquido (solução de agente encapsulante e princípio ativo) é atomizado 
numa corrente de gás quente, o gás utilizado é geralmente ar ou mais raramente gás 
inerte como o azoto (Gharsallaoui et al., 2007; Estevinho et al., 2013). Posteriormente 
ocorre evaporação do solvente, obtendo-se a rápida solidificação das gotículas. 
Esta técnica baseia-se na bombagem da solução até ao atomizador onde é aspergida na 
forma de uma névoa de gotículas (spray) até à câmara de secagem. Neste 
compartimento ocorre a evaporação do solvente (secagem pelo ar quente). As gotas 
líquidas passam a partículas sólidas secas, que depois são recolhidas num ciclone ou 





microencapsulação por spray drying. Assim, as principais etapas do processo são: (i) 
atomização, (ii) contacto das gotículas formadas com o ar quente, (iii) evaporação da 
água e/ou outro solvente (menos comum) e (iv) separação do produto seco do ar húmido 
(Gharsallaoui et al., 2007; Murugesan & Orsat, 2012).  
 
Figura 1.3 – Esquematização do processo de encapsulação por spray drying. (Adaptado de: Brasileiro, 
(2011)). 
Neste processo, as temperaturas típicas do ar de entrada variam entre os 150 e os 220 
°C, proporcionando uma evaporação rápida, sendo que na saída da câmara de secagem, 
a temperatura diminui para valores entre 50 a 90 °C. As micropartículas obtidas variam 
de acordo com as condições do processo e do polímero utilizado. Normalmente as mais 
pequenas variam entre os 10 e 50 µm e as partículas de maior dimensão rondam os 2 a 3 
mm. No final do processo estas são separadas por um ciclone (Gharsallaoui et al., 2007; 
Estevinho et al., 2013). A taxa do fluxo de alimentação, a pressão, o tipo de atomizador 
e a viscosidade do polímero são outros parâmetros que afetam as propriedades físico 
químicas do produto final (Tonon et al., 2008; Murugesan & Orsat, 2012). O tempo de 
exposição das micropartículas às altas temperaturas ocorre por um curto período de 
tempo e a temperatura do núcleo geralmente não ultrapassa os 100 °C (Estevinho et al., 
2013), reduzindo deste modo a probabilidade de ocorrer alterações indesejáveis em 
compostos termossensíveis (Brasileiro, 2011).  
1.2.2 Materiais de encapsulação 
A escolha do agente de encapsulação é um fator importante neste processo uma vez que 





(Gharsallaoui et al., 2007). Os critérios para a seleção do material de encapsulação 
baseiam-se principalmente nas propriedades físico-químicas do princípio ativo 
(solubilidade) e do agente de encapsulação (viscosidade, propriedades mecânicas). A 
compatibilidade entre os dois, i.e., o princípio ativo não deve reagir com o material de 
encapsulação (Gharsallaoui et al., 2007; Estevinho et al., 2013). Por vezes são 
combinados dois tipos diferentes de materiais de encapsulação para superar algum 
inconveniente decorrente da utilização de apenas um deles. 
Dos materiais mais usados em microencapsulação por spray drying destacam-se os 
hidratos de carbono (amido, maltodextrina, dextrose, xarope de milho), as gomas (goma 
arábica e alginato), e as proteínas (proteínas de leite e gelatinas) (Gharsallaoui et al., 
2007). Na Tabela 1.4 são apresentados alguns dos princípios ativos já encapsulados pelo 
processo de spray drying inclusive com diferentes materiais de revestimento.  
Tabela 1.4 – Exemplos de princípios ativos microencapsulados pela técnica de spray drying.  
Principio ativo Material de encapsulação Referência 
Polpa cactus pear 
(Opuntia ficus-indica) 
Maltodextrina ou Inulina (Saénz et al., 2009) 
Batata doce Maltodextrina e ácido ascórbico (Ahmed et al., 2010) 
Eugenol Quitosano (Pereira, 2007) 
Ácido α-lipóico Quitosano (Weerakody et al., 2008) 
Óleo de peixe Amido e xarope de glicose (Drusch et al., 2006) 
L-mentol 
Goma arábica e amido 
modificado 
(Soottitantawat et al., 
2005) 
Não menos importante, o material escolhido para a encapsulação deve ser atóxico e, 
idealmente biocompatível. Estando estas características asseguradas, as partículas 
produzidas com estes polímeros são toleradas no organismo humano.  
1.2.3 Material encapsulante - Maltodextrina 
O amido é uma fonte importante de hidratos de carbono na alimentação humana e pode 
ser encontrado em tecidos e órgãos vegetais como folhas, raízes, frutas, entre outras 
(Garti, 2008; Recife, 2013), encontram-se na forma de grânulos dentro das células 
destas plantas (Recife, 2013). O amido é formado por dois polissacarídeos: amilose e 
amilopectina, estas estruturas podem ser visualizadas na Figura 1.4 (Carvalho et al., 





uma estrutura ramificada, ambos são formados por unidades de glicose e unidos por 
ligações glicosídicas α (1-4), no entanto a amilopectina apresenta também ligações α (1-
6) dando origem às ramificações (Garti, 2008). 
 
Figura 1.4 - Estruturas químicas individuais do amido. A) – Amilose e B) – Amilopectina. (Carvalho et 
al., 2005)).  
O amido é sujeito a modificações com o intuito de melhorar as suas características e 
aumentar a sua utilidade para aplicações industriais (BeMiller & Lafayette, 1997; 
Murugesan & Orsat, 2012). Assim, conseguem-se obter produtos menos viscosos, mais 
estáveis, resistentes e solúveis (Recife, 2013).  
A maltodextrina é um dos principais produtos obtidos pela modificação do amido e é o 
principal agente encapsulante utilizado na área alimentar (Saénz et al., 2009). É obtida a 
partir da hidrólise ácida ou enzimática (enzima responsável: α-amilase) de vários 
amidos. Estruturalmente, a maltodextrina é composta por moléculas de glicose 
associadas entre si por ligações glicosídicas α (1-4), como apresentado na Figura 1.5 e 
são classificadas pelo seu grau de hidrólise, expresso em equivalentes de dextrose (DE). 
Os DE representam a percentagem de açúcares redutores calculados como glicose em 






Figura 1.5 - Representação da maltodextrina. 
O aumento do grau de dextrose significa um aumento da barreira ao oxigénio e 
portanto, um aumento à estabilidade oxidativa (Ozoemena et al., 2004; Muller, 2011). 
No entanto, as maltodextrinas mais utilizadas são aquelas com DE menor que 20, uma 
vez que são menos higroscópicas evitando a aglomeração das partículas (Muller, 2011). 
De uma forma geral a maltodextrina possui alta solubilidade em água, baixa 
viscosidade, é incolor, tem sabor suave e baixo custo, tornando-se um polímero com 
uma vasta utilização na indústria alimentar (Ersus & Yurdagel, 2007; Saénz et al., 
2009). Pode aumentar de forma considerável a solubilidade dos princípios ativos 
encapsulados e facilita a incorporação destes como aditivos alimentares (Sousdaleff et 
al., 2013; Ferrari et al., 2013). 
As maltodextrinas têm tido uma ampla aplicação em encapsulados na área alimentar 
sobretudo devido à boa proteção que conferem ao oxigénio (Ersus & Yurdagel, 2007; 
Gharsallaoui et al., 2007). Na literatura encontra-se um vasto conjunto de trabalhos que 
desenvolveram microencapsulados de maltodextrina. Maioritariamente a maltodextrina 
foi utilizada para encapsular princípios ativos de origem natural com grande 
instabilidade principalmente a fontes de oxigénio. Saénz et al. (2009) encapsulou o 
extrato de Opuntia ficus-indica (cactus pear), Quek et al. (2007) encapsulou sumo de 
melancia e Ersus & Yurdagel (2007) e Tonon et al. (2008) encapsularam, 
respetivamente, antocianinas de cenoura preta e de açaí. 
Contudo, o uso de maltodextrina não se resume somente à área da microencapsulação, 
podendo ser utilizada também nas áreas farmacêuticas e nutricional. Sendo a 
maltodextrina um hidrato de carbono pode ser utilizada como um suplemento para 
melhor desempenho atlético proporcionando melhor condição física, melhores reflexos 
e acuidade mental (Costa, 2012). O seu valor nutricional encontra-se representado na 





Tabela 1.5 – Dados nutricionais referentes a uma maltodextrina comercial (Costa, 2012).  
Dados 
Nutricionais 
Proteína Gordura Cinzas Hidratos de carbono Calorias/100g 
0,1% 0,1% 0,4% 86,8% 378% 
A maltodextrina é usada com frequência para nutrição via sonda uma vez que é 
rapidamente absorvida no trato gastrointestinal (Webwer & Ehrlein, 1998). Estas 
preparações destinadas a suplementos dietéticos tem baixo teor de eletrolíticos e são 
livres de açúcares como frutose, galactose, lactose e sacarose. Estas propriedades fazem 
com que as preparações sejam indicadas como suplemento alimentar em algumas 
doenças gastrointestinais, disfunções hepáticas e renais (Costa, 2012). 
Na área farmacêutica a maltodextrina é também utilizada como excipiente farmacêutico 
por apresentar propriedades como aglomerante, retentor de humidade e agente 
aglutinante.  
1.2.4 Microencapsulação de compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos estão presentes em vários alimentos de origem natural (Ré, 
1998; Silva et al., 2003), conferindo por vezes características como sabor amargo, cor e 
odor. Porém, estes compostos acarretam benefícios para a saúde, destacando-se em 
particular as suas propriedades antioxidantes e antitumorais.  
A maioria dos compostos fenólicos apresentam características que limitam a sua 
bioatividade quando incluídos nos alimentos de forma livre (Crozier et al., 2009). 
Assim, apenas uma pequena proporção das moléculas permanecem disponíveis após 
administração oral, devido à baixa permeabilidade ou solubilidade no intestino bem 
como a sua instabilidade sob condições adversas (enzimas, presença de outros 
nutrientes) que podem limitar o seu potencial (Fang & Bhandari, 2010).  
O processo de microencapsulação surge como possível alternativa às limitações 
apresentadas por estas substâncias, permitindo ultrapassar a sua instabilidade e 
aumentar o tempo de meia-vida no organismo (Ersus & Yurdagel, 2007; Fang & 
Bhandari, 2010). Este processo permite a proteção do princípio ativo mantendo a 
bioatividade destes compostos que de outro modo não seria possível (Ersus & Yurdagel, 





descritos alguns trabalhos realizados na área de microencapsulação pela técnica de 
spray drying de compostos ricos em fontes de polifenois. 
Tabela 1.6 – Microencapsulação por spray drying aplicada em extratos naturais.  







(Ersus & Yurdagel, 
2007) 
Folha de oliveira n.d. Quitosano 
(Kosaraju et al., 
2006) 
Opuntia ficus-indica Etanólico 
Maltodextrina/ 
Inulina 
(Saénz et al., 2009) 
Lippia sidoides Etanólico 
Maltodextrina/ 
goma arábica 




Aquoso Maltodextrina (Kha et al., 2010) 
Morindacitrifolia e 
Beta vulgaris 
Acetato de etilo Maltodextrina 
(Krishnaiah et al., 
2012) 
n.d. – não definido no artigo consultado. 
O produto obtido após encapsulação permite ultrapassar problemas de oxidação que 
estes compostos revelam ter, tornando-os mais estáveis (Zeller et al., 1999; Krishnaiah 
et al., 2012) e ainda mascarar o gosto e odor desagradável, facilitando deste modo a 
introdução em produtos alimentares (Krishnaiah et al., 2012). 
De uma forma geral, mediante um processo de microencapsulação, é possível revestir 
um ou mais ingredientes ou aditivos (núcleo) com um agente encapsulante de natureza 
comestível, tendo como finalidade modificar, melhorar a aparência e as propriedades de 
uma substância (Zeller et al., 1999; Brasileiro, 2011). 
1.2.5  Incorporação em alimentos 
Nos últimos anos, têm-se colocado desafios significativos nos conceitos tradicionais de 
nutrição. De facto, a noção clássica de “alimentação adequada”, isto é, uma dieta que 
fornece nutrientes em quantidades suficientes para satisfazer as necessidades orgânicas 





conceito engloba componentes alimentares com potencial de promover a saúde, 
melhorar o bem-estar e reduzir o risco de desenvolvimento de doenças crónicas 
(Hathwar et al., 2012; Ramalingum & Mahomoodally, 2014).  
A saúde está na vanguarda da investigação científica impulsionando o desenvolvimento 
de novos alimentos enriquecidos com compostos naturais que tragam benefícios para os 
consumidores (Ramalingum & Mahomoodally, 2014). Neste contexto, juntam-se as 
vantagens dos extratos naturais com as vantagens das técnicas de encapsulação, criando 
produtos capazes de serem incorporados mais facilmente em matrizes alimentares. 
Estudos recentes realizados por Çam et al. (2014), Ezhilarasai et al. (2013) e Martins et 
al. (2014) relevam bons resultados a este nível. Nestes trabalhos, a microencapsulação 
foi realizada com matrizes naturais e não toxicas, sendo utilizados, respetivamente, 
extratos de Punica granatum Lineu (fruto), Garcinia cowa Roxb (fruto) e Rubus 
ulmifolius Schott (flor). No final, cada produto microencapsulado foi incorporado em 
diferentes alimentos, respetivamente em gelado, pão e iogurte. 
A incorporação dos extratos em alimentos possibilita o desenvolvimento dos 
denominados “alimentos funcionais”, que não se limitam apenas a satisfazer as 
necessidades do organismo mas também fornecem compostos bioativos que ajudam a 
diminuir certas doenças, principalmente as que podem advir de uma má alimentação 




2 Materiais e Métodos  
2.1 Avaliação da atividade antioxidante 
O padrão utilizado nos ensaios da atividade antioxidante foi o trolox que foi adquirido 
na Sigma. O DPPH foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). A mistura padrão 
com 37 ésteres metílicos de ácidos gordos (FAME) foi adquirida na Sigma. Todos os 
outros produtos químicos e solventes eram de grau analítico e formam adquiridos a 
partir de fornecedores comuns. 
2.1.1 Preparação dos extratos metanólicos 
Os extratos metanólicos foram preparados a partir de amostras de cogumelos 
liofilizadas. A informação dos cogumelos utilizados encontra-se descrita no Tabela 1.2 
do Capítulo 1. Teve-se como objetivo efetuar o estudo dos cogumelos individualmente 
assim como da sua mistura em diferentes proporções. Para a realização do trabalho 
foram utilizadas misturas de três proporções diferentes sendo elas denominadas ao 
longo do trabalho de: Sl:Ca(1:1), Sl:Ca(1:2) e Sl:Ca(2:1), assim Sl designa a espécie 
Suillus luteus, Ca a espécie Coprinopsis atramentaria e o valor numérico define a 
proporção em massa em que eles foram combinados. Cada amostra utilizada na extração 
perfez sempre um total de 1,5 g. Na Tabela 2.1 encontram-se as massas de amostra 
necessárias para a preparação dos extratos metanólicos. 
 




Tabela 2.1 – Massa de cogumelos utilizada para a preparação dos extratos metanólicos. 
 Individual Mistura 
Amostra Sl Ca 
Sl:Ca(1:1) Sl:Ca(1:2) Sl:Ca(2:1) 
Sl Ca Sl Ca Sl Ca 
Massa [g] 1,5 1,5 0,75 0,75 0,5 1 1 0,5 
Posteriormente foram adicionados 30 mL de metanol de forma a efetuar uma extração 
sólido-líquido sob agitação durante 1h. Seguiu-se uma filtração com papel Whatman 
nº4. O resíduo sólido obtido foi re-extraído sob as mesmas condições. Após a 
combinação dos filtrados procedeu-se à evaporação do metanol no evaporador rotativo 
(Büchi R-210) a 40 °C até secura total. Cada extrato obtido foi redissolvido em metanol 
de forma a obter uma solução inicial com concentração conhecida de 20 mg/mL. 
A partir da solução inicial foram preparadas várias soluções com concentrações 
diferentes através do método das diluições sucessivas. Na Figura 2.1 podem observar-se 
as diluições efetuadas. As soluções diluídas foram utilizadas na realização do estudo da 
atividade antioxidante. 
 
Figura 2.1 – Demonstração das diluições efetuadas. 
Para avaliação da atividade antioxidante recorreu-se a três ensaios in vitro diferentes, 
sendo eles denominados de poder redutor, efeito captador de radicais livres, inibição da 
descoloração do β-caroteno. Adicionalmente foi feita a determinação dos fenóis totais. 
Seguidamente será realizada, mais detalhadamente, uma descrição de cada método. 




2.1.2 Métodos para a avaliação da atividade antioxidante e fenóis 
totais 
2.1.2.1 Poder redutor 
2.1.2.1.1 Fundamento teórico 
Este tipo de ensaio tem como intuito medir a capacidade dos antioxidantes, presentes 
nos cogumelos, reduzirem o complexo Fe(III)/ferricianeto [FeCl3/K3Fe(CN)6] a Fe(II), 
forma ferrosa. Deste modo, dependendo do poder redutor dos compostos, a cor amarela 
da solução do ensaio altera-se para os tons de azul, e pode ser medida 
espetrofotometricamente a 690 nm (Reis et al., 2011). A reação da redução pode ser 








3 -+ antioxidante → Fe(CN)
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O procedimento adotado em laboratório encontra-se descrito na Figura 2.2.  
 
Figura 2.2 – Metodologia para poder redutor.  
Colocar 500 µL de solução de extrato em eppendorf's
Adicionar em cada eppendorf 500 µL de solução tampão fosfato de sódio (pH=6,6, 200 
mM) e 500 µL de ferricianeto de potássio (1% m/v)
Incubar as soluções a T=50ºC, durante 20 minutos. No final, adicionar 500 µL de ácido 
tricloroacético a 10%
Pipetar numa microplaca de 48 poços:
• 800 µL de sobrenadante dos eppendorf´s
• 160 µL de água
• 160 µL cloreto de ferro a 0.1%
Ler a abosorvância a 690 nm no leitor de microplacas ELX800 (Bio-Tek Instruments, 
Inc., Winooski, Vt., U.S.A)




A concentração de extrato correspondente a uma absorvância de 0,5 (EC50) foi 
calculada por interpolação gráfica dos valores de absorvância em função da 
concentração de extrato. O padrão utilizado foi o trolox. 
2.1.2.2 Efeito captador de radicais livres - DPPH 
2.1.2.2.1 Fundamento teórico 
O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) é um radical de azoto estável que apresenta uma 
cor púrpura intensa e reage a compostos que podem doar um átomo de hidrogénio, 
tornando-o amarelo pálido, como representado na Figura 2.3 (Zahra et al., 2007; 
Pereira, 2011). A reação pode ser representada pela seguinte equação: 
X∙+AH→XH+A∙ (2.4) 
Onde, X∙ representa o radical DPPH e AH representa os antioxidantes presentes nos 
cogumelos. O radical DPPH reage facilmente com compostos que têm a capacidade de 
doar um átomo de hidrogénio, ficando reduzido e descolorado; deste modo a sua 
absorvância a 515 nm decresce (Reis et al., 2011; Zahra et al., 2007). 
 
Figura 2.3 – Redução do DPPH (Pereira, 2011).  
2.1.2.2.2 Procedimento 
Todo procedimento adotado na realização do ensaio está descrito na Figura 2.4.  
 
Figura 2.4 – Procedimento no efeito captador de radicais livres. 
Numa microplaca de 96 poços pipetar:
• 30 µL de solução de extrato
• 270 µL de solução metanólica de DPPH (6*10-5 mol/L)
Colocar a microplaca num local ao abrigo da luz e aguardar 1hora
Ler a absorvância a 515 nm no leitor de microplacas




A atividade captadora de radicais (ACR) foi calculada com a percentagem de 
descoloração de DPPH utilizando a equação: 
% ACR=[(ADPPH-AS)/ADPPH]×100 (2.5) 
Onde 𝐴𝑆 corresponde à absorvância da solução na presença de extrato numa 
determinada concentração e 𝐴𝐷𝑃𝑃𝐻 à absorvância da solução de DPPH. A concentração 
de extrato correspondente a 50% de atividade captadora de radicais (EC50) foi calculada 
a partir da representação gráfica da %ACR em função da concentração de extrato. O 
padrão utilizado foi o trolox (Reis et al., 2011; Heleno et al., 2012). 
2.1.2.3 Inibição da descoloração do β-caroteno 
2.1.2.3.1 Fundamento teórico 
O ensaio da inibição da descoloração do β-caroteno baseia-se em medições 
espetrofotométricas da descoloração do β-caroteno, avaliando desta forma a capacidade 
de inibição de radicais livres gerados durante a peroxidação do ácido linoleico. As 
reações que envolvem o ensaio podem ser descritas pelas seguintes equações:  
β-caroteno-H (laranja) + LOO∙ → β-caroteno∙(descolorado) + LOOH 
β-caroteno-H (laranja) + LOO∙ + AH→ β-caroteno-H(laranja) + LOOH + A∙ 
(2.6) 
(2.7) 
Onde LOO∙ representa o radical livre linoleato. Neste ensaio, está envolvido o 
mecanismo da descoloração dos carotenoides através de oxidação térmica, que pode ser 
diminuída pela ação dos antioxidantes presentes nas amostras (Amarowicz et al., 2004). 
Assim sendo, quanto maior a quantidade de antioxidantes presentes nos extratos menor 
será a descoloração do β-caroteno. 
2.1.2.3.2 Procedimento 
Todo o procedimento prático realizado em laboratório encontra-se descrito na Figura 
2.5.  





Figura 2.5 – Procedimento a realizar para os ensaios da inibição da descoloração do β-caroteno. 
A inibição da descoloração do β-caroteno foi calculada utilizando a seguinte equação: 
[(At=2h/At=0hl)×100] (2.8) 
A concentração de extrato correspondente a 50% da atividade antioxidante (EC50) foi 
calculada por interpolação gráfica da percentagem de inibição da descoloração do β-
caroteno em função da concentração de extrato (Heleno et al., 2010; Reis et al., 2011). 
O padrão utilizado foi novamente o trolox.  
2.1.2.4 Determinação dos fenóis totais 
2.1.2.4.1 Fundamento teórico  
A quantidade de fenóis totais presentes numa amostra pode ser determinada através do 
método colorimétrico Folin-Ciocalteu. Este método é bastante utilizado na prática 
laboratorial, no entanto sofre algumas interferências devido ao reagente ser uma mistura 
de ácido fosfotúngstico e ácido fosfomolíbdico que reage tanto com compostos 
fenólicos como os compostos redutores não fenólicos como o ácido ascórbico, açúcares 
Colocar 2 mL de solução de β-caroteno para um balão de 100 mL
Evaporar o clorofórmio num evaporador rotativo a 40ºC 
Adicionar 400 mg de emulsificador Tween 80 e 40 mg de ácido linoleico 
Emulsificar a mistura com 100 mL de água destilada, agitar vigorosamente até que 
todo o β-caroteno se dissolva 
Colocar 4800 µL da emulsão para os tubos de ensaio (previamente preparados com 
200 µL de solução de extrato) e ler a absorvância das alíquotas a 470 nm 
(espectrofotómetro Analytikjena 200) de modo a obter a medição no tempo incial 
(t=0h)
Colocar todos os tubos de ensaio no banho a 50ºC com agitação de 50 rpm durante 
2horas
Voltar a ler a abosorvância a 470 nm para se obter os valores finais (t=2h)




e aminoácidos; deste modo, obtêm-se resultados falsos positivos, ou seja, é realizada 
uma avaliação excessiva de compostos fenólicos (Heleno et al., 2010). 
2.1.2.4.2 Procedimento 
Todo o procedimento realizado encontra-se descrito através da Figura 2.6.  
 
Figura 2.6 – Procedimento para o ensaio de determinação de fenóis totais.  
Utilizou-se o ácido gálico na determinação da curva-padrão, e os resultados foram 
expressos em mg de equivalentes de ácido gálico (EAG) por g de extrato.  
Seguidamente será descrito o processo da atividade antitumoral testado in vitro para os 
extratos individuais e respetivas combinações.  
2.1.3 Avaliação da atividade antitumoral – SRB 
A avaliação da atividade antitumoral foi realizada de acordo com o método da 
sulforrodamina B (SRB). Trata-se de um ensaio colorimétrico usado para a 
determinação da densidade celular baseado na medição do conteúdo proteico das 
células. 
2.1.3.1 Ensaio da sulforrodamina B 
2.1.3.1.1 Fundamento teórico 
O ensaio da sulforrodamina B foi desenvolvido em 1990 e tem sido largamente 
utilizado para a avaliação da citotoxicidade celular (Vichai & Kirtikara, 2006). A SRB é 
uma aminoxantina de cor rosa forte e possui na sua constituição dois grupos sulfónicos. 
O ensaio baseia-se na capacidade da SRB estabelecer uma ligação aos componentes 
Em tubos de ensaio pipetar:500 µL de uma das soluções metanólicas e
2500 µL de solução de Folin-Ciocalteu previamente diluído em água numa 
proporção de 1:10 v/v
2000 µL de carbonato de cálcio (75 g/L)
Homogeneizar a solução no vortex e colocar os tubos de ensaio no banho seco a 
40ºC durante 30 minutos
Ler a absôrvância contra  o branco da solução a 765 nm




proteicos da célula (em condições moderadamente ácidas) através dos grupos sulfónicos 
(Skehan et al., 1990). No entanto, antes das células serem coradas têm de ser fixadas na 
placa de cultura e, para tal, é utilizado o ácido tricloroacético (TCA); tendo por 
finalidade a fixação das células em monocamada na base da placa.  
A ligação da SRB é estequiométrica e a quantidade de corante extraído das células 
pigmentadas é diretamente proporcional à massa total de proteína e, portanto, 
correlacionada com o número de células (Vichai & Kirtikara, 2006; Skehan et al., 
1990).  
2.1.3.1.2 Procedimento  
As células utilizadas para a realização do estudo são quatro linhas celulares tumorais 
humanas denominadas por: MCF7 (cancro de mama), HCT15 (cancro do colón), HeLa 
(cancro de cervical) e HepG2 (cancro de fígado). As células são mantidas em culturas 
aderentes em meio RPMI contendo 10% de soro fetal de bovino (FBS) inativado pelo 
calor para o caso das células MCF7 e HCT15, ou em meio DMEM suplementado com 
10% de FBS, glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) e de estreptomicina (100 
mg/mL) para as HeLa e HepG2. Todas as linhagens são mantidas a 37ºC numa 
incubadora de ar humidificado contendo 5% de CO2.  
Para o estudo da avaliação da atividade antitumoral são inicialmente preparadas, numa 
microplaca de 96 poços, as concentrações do extrato a utilizar. São realizadas 5 
diluições sucessivas de 1:4 a partir de uma solução do extrato em água numa 
concentração de 8 mg/mL. 
Para a preparação das células, começou-se por remover o meio de suspensão do interior 
da caixa onde crescem previamente e, de seguida, realizou-se a lavagem das células 
com uma solução salina, HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution). Adicionou-se a 
enzima triplex depois de ser retirado todo o HBSS. A caixa com a enzima foi posta a 
incubar durante três minutos numa estufa com temperatura de 37ºC; deste modo a 
enzima atua nas proteínas celulares fazendo com que as células fiquem em suspensão. 
Quando a maioria das células estava suspensa, acrescentou-se meio de cultura para que 
a enzima deixasse de atuar. A suspensão foi transferida para um tubo de falcon e 
centrifugada a 1200 rpm durante 5 minutos. Após a centrifugação, retirou-se todo o 
meio de modo a ficar apenas o depósito celular no fundo. Finalmente, acrescentou-se 
meio novo e agitou-se levemente para se obter uma suspensão homogénea. Desta 




suspensão foi retirada uma alíquota (75 µL) para um eppendorf onde, para perfazer uma 
mistura de 1:1, se juntou 75 µL de azul tripano a 0,4%. Após a homogeneização foram 
colocadas duas gotas na câmara de Neubauer para ser realizada a contagem de células 
ao microscópio. O corante azul tripano cora as células não viáveis fazendo com que, no 
processo de contagem, estas não sejam incluídas como sendo viáveis. Depois de serem 
realizados os cálculos sabe-se qual o número de células viáveis existentes por mL, com 
isto, fica conhecido qual o volume de meio e de suspensão que é necessário para se ter 
uma solução que contenha aproximadamente 50000 células/mL.  
Na Figura 2.7 encontra-se descrito o restante procedimento para a realização do ensaio. 
 
Figura 2.7 – Procedimento adotado na realização da atividade antitumoral.  
Os resultados foram expressos em valores de GI50 (concentração que inibe 50% do 
crescimento celular). Como controlo positivo foi utilizada a elipticina. 
2.2 Microencapsulação dos extratos 
O polímero utilizado para efeitos de microencapsulação foi a maltodextrina (MD) com 
DE=18 fornecida pela Cargill®.  
Numa microplaca de 96 poços pipetar: 10 µL de solução de extrato e 190 µL de 
solução com células
Colocar a microplaca na estufa com temperatura e atmosfera controlda (T=37ºC; 5% 
de CO2) durante 48 horas.
Adicionar 100 µLde TCA frio a 10% e incubar durante 1 hora a T=4ºC. No final as 
microplacas são lavadas com água e secas. 
Adicionar 100µL de SRB a 0,057% e atuar durante 30 minutos. No final a SRB é 
retirada com ácido acético a 1% e as microplacas novamente secas.
Adicionar 200 µL de Tris a 10 mM deixar atuar durante 5 minutos e à posteriori agitar 
no agitador de micriplacas
Ler a absorvância a 515 nm no leitor de microplacas e determinar a percentagem de 
inibição celular. 




2.2.1  Processo de encapsulação 
O processo de encapsulação adotado para a realização deste trabalho teve por base as 
condições utilizadas por Wu et al. (2014) com algumas modificações. Assim, as 
microesferas foram produzidas com maltodextrina (MD) a 20% (m/v, g/ml) numa 
solução de etanol:água (10:90), perfazendo-se uma relação entre massa de extrato e 
massa de MD de 1:20 (m/m, g/g). 
Em primeiro lugar dissolveu-se o extrato de cogumelo no etanol, uma vez que facilitava 
o processo de dissolução do mesmo, seguidamente, foi colocado sob agitação magnética 
e adicionou-se a água destilada até que o volume final fosse estabelecido. No final, foi 
acrescentada a MD ficando a solução sob agitação até ficar perfeitamente homogénea. 
Nestas condições, a solução continha um teor de sólidos de 21%. Foram preparadas 
quatro soluções para produção de microesferas (Mic):  
 Microesferas sem princípio ativo (placebo) 
 Microesferas de Suillus luteus (Mic Sl) 
 Microesferas de Coprinopsis atramentaria (Mic Ca) 
 Microesferas da combinação de ambos os cogumelos (Mic Sl:Ca (1:1)) 
A atomização da solução foi realizada num Büchi mini spray dryer B290 com as 
seguintes condições: 
 Temperatura de entrada: 170ºC 
 Temperatura de saída: 95ºC 
 Aspiração: 90% 
 Caudal de alimentação (pump): 20% (6 mL/min) 
O equipamento Büchi mini spray dryer B290 encontra-se instalado no LSRE-FEUP, e 
pode ser visualizado na Figura 2.8, estava ainda acoplado a um condensador de 
solventes orgânicos uma vez que a solução a ser atomizada continha etanol. O nozzle 
com diâmetro de 0,7 mm foi alimentado com uma corrente de gás inerte (azoto). 





Figura 2.8 – Büchi mini spray dryer B290. 
De forma simplificada, na Figura 2.9 encontra-se esquematizado o processo geral da 
produção das Mic. No final, os pós das microesferas foram recolhidos e armazenados no 
frigorífico para análise posterior. 
 
Figura 2.9 – Esquematização do processo de encapsulação. 
Seguidamente serão descritas as metodologias utilizadas para a caracterização das Mic.  
2.2.2 Caracterização das microesferas 
2.2.2.1 Rendimento de encapsulação 
O rendimento de encapsulação foi determinado, em percentagem, como o rácio entre a 
massa das microesferas obtidas no final do processo e a massa de sólidos teóricos 
existentes na solução a ser atomizada, ou seja, maltodextrina e principio ativo. 
Solução de MD 20% (m/v) dissolvida em água: etanol (90:10)
Atomização da solução do Büchi spray dryer B290 
Conservação das microesferas no frigorífico




2.2.2.2 Eficiência de encapsulação 
Para a determinação da eficiência de encapsulação recorreu-se à quantificação do ácido 
cinâmico por HPLC, conforme descrito no ponto 2.2.2.5. Optou-se por calcular a 
eficiência de encapsulação em termos do ácido cinâmico pelo facto deste ser o 
composto maioritário e não ter interferência da maltodextrina utilizada como matriz. A 
eficiência de encapsulação (EE) foi determinada como o rácio entre a quantidade de 
ácido cinâmico presente nas Mic (valor experimental) e o respetivo valor teórico de 
acordo com a seguinte equação:  
EE(%)=
Ácido cinâmico Mic - Exp
Ácido cinâmico Mic - Teórico
×100 (2.9) 
2.2.2.3 Microscopia eletrónica de varrimento – MEV 
A morfologia da superfície e o tamanho das microesferas foram determinados por 
microscopia eletrónica de varrimento (MEV) (Phenom G2 Pro microscope e Phenom-
World, Eindhoven, The Netherlands) existente no LSRE-FEUP. 
2.2.2.4 Análise por FTIR 
A presença de princípio ativo nas Mic produzidas foi verificada por intermédio de 
análise de espectroscopia de infravermelhos (FTIR). O espectrofotómetro utilizado foi 
FTIR Bomen (MB 104). As amostras analisadas foram as Mic produzidas, os extratos 
de cogumelo bem como o polímero na sua forma pura. Utilizou-se a técnica da pastilha 
de KBr, sendo estas preparadas com uma concentração de 8% (8 mg de amostra e 100 
mg de KBr). A leitura foi realizada para a uma gama de frequências compreendida entre 
650 e 4000 cm-1, utilizando 32 varrimentos. 
2.2.2.5 Análise por HPLC 
A análise por HPLC foi realizada utilizando um sistema de cromatografia líquida de alta 
eficiência Shimadzu 20ª (UFLC, Shimadzu Coperation, Kyoto, Japan). A separação foi 
alcançada numa coluna C18 (5 µm, 150 mm  4.6 mm i.d) de fase reversa AQUA® 
(Phenomenex) termostatizada a 35ºC. Os solventes usados foram: (A) 0,1% ácido 
fórmico em água, (B) acetonitrilo. O gradiente de eluição foi estabelecido com 10% B a 
15% B ao longo de 5 min, 15-25% B durante 5 min, 25-35% B durante 10 min, 
isocrático a 10% de B durante 10 min; a coluna foi reequilibrada com um caudal de 0,5 
mL/min. A deteção foi realizada num detetor array de fotodíodos (PDA), utilizando 




como preferencial o comprimento de onda de 280 nm. O composto fenólico selecionado 
para o cálculo da eficiência foi caracterizado de acordo com o espetro de UV e tempo de 
retenção quando comparado com o padrão comercial. Para a análise quantitativa, a 
curva de calibração foi obtida por injeção de concentrações conhecidas (0,3 a 12,5 
µg/mL) de ácido cinâmico (y=972179x+174853; R2=0,9993). Os resultados são 
expressos em µg por mg de extrato.  
2.2.2.6 Estudo da estabilidade das microesferas 
O estudo da estabilidade teve por base os trabalhos efetuados por Wu et al. (2014) e 
Saénz et al. (2009), nos quais as microesferas foram acondicionadas em condições pré-
selecionadas. Neste trabalho, o estudo da estabilidade encontra-se descrito na Figura 
2.10.  
 
Figura 2.10 – Principais parâmetros do estudo da estabilidade das Mic. 
A finalidade deste estudo foi avaliar qual o efeito na atividade antioxidante depois das 
amostras terem permanecido expostas durante um mês nas seguintes condições: (i) 
Temperatura de 4º C (acondicionamento em frigorífico); (ii) Temperatura de 37 °C 
(acondicionamento em estufa) e (iii) Luz constante (acondicionamento em sala 
climatizada). A atividade antioxidante foi avaliada pelos ensaios efeito captador de 
radicais livres -DPPH e poder redutor (PR).  
2.3 Incorporação na matriz alimentar 
As microesferas e o extrato livre foram incorporados em requeijões produzidos pela 
empresa Queijos Casa Matias, Lda. – Seia, Serra da Estrela, no âmbito do projeto 
PRODER intitulado por “PlantLact: New functional lactic products without synthetic 




conservatives”. Para este estudo foram utilizadas as microesferas que continham no seu 
interior a mistura do extrato de S. luteus e C. atramentaria nas mesmas proporções (Mic 
Sl:Ca (1:1)). 
Para este estudo foram produzidos 6 requeijões sendo eles: (i) dois requeijões simples 
(controlo), (ii) dois requeijões com incorporação de extrato livre (80 mg de 
extrato/requeijão; 40 mg de cada extrato) e (iii) dois requeijões com microesferas (3 g 
de microesferas/requeijão). A quantidade microesferas adicionadas em (iii) foi 
selecionada tendo em conta que a quantidade de princípio ativo presente em 3 g de 
microesferas deveria ser equivalente à quantidade de principio ativo livre utilizada em 
(ii). 
Os requeijões produzidos possuíam em média 100 g cada, assim, após a incorporação 
do extrato livre ou encapsulado, a concentração foi de 0,8 mg de extrato por g de 
requeijão. 
Para as amostras preparadas anteriormente foram realizadas análises em dois tempos 
distintos, nomeadamente: tempo inicial (t=0), ou seja, imediatamente após a 
incorporação dos extratos e das microesferas e após 7 dias (t=7). Durante o período de 
uma semana os requeijões foram acondicionados à temperatura de 4 °C (no frigorífico). 
A análise da cor dos requeijões foi efetuada ainda na forma fresca. Posteriormente, as 
amostras foram liofilizadas para determinação do valor nutricional e da atividade 
antioxidante; esta foi avaliada por dois métodos: efeito captador de radicais livres - 
DPPH e poder redutor (PR). As extrações foram realizadas com 3 g de requeijão 
liofilizado e todo o restante processo foi igual ao utilizado para a extração dos 
cogumelos liofilizados, descrito no capítulo 2.1.1.  
2.3.1 Avaliação da cor dos requeijões 
Para a avaliação da cor das amostras foi utilizado um colorímetro (modelo CR-400, 
Konica Minolta Sensing, Inc., Japão) acoplado a um adaptador para materiais granulares 
(modelo CR-A50). O colorímetro utiliza abertura iluminante C e diafragma de 8 mm. O 
valor das cores espaciais de são representadas por L*, a* e b* e foram registados através 
do software “Spectra Magic Nx” (versão CM-S100W 2.03.0006) da empresa Konica 
Minolta (Japão). O eixo L* representa a luminosidade da amostra e é quantificado numa 
escala que varia de 0 (preto puro) a 100 (branco puro). As coordenadas a* e b* 




representam as características cromáticas da amostra ao longo dos eixos verde-vermelho 
e amarelo-azul, respetivamente (Figura 2.11). Antes de iniciar as medições, o 
instrumento foi calibrado contra um padrão: azulejo branco. A cor das amostras foi 
medida em três pontos diferentes, para cada dose e para cada ponto de tempo foi 
considerado o valor médio. A diferença de cor ou a mudança de cor total para cada 





Figura 2.11 – Representação no espaço da cor. 
2.3.2 Avaliação do valor nutricional 
A avaliação do valor nutricional incluiu determinação do teor de humidade, cinzas, 
lípidos, proteínas e glúcidos, utilizando para tal, os procedimentos AOAC (AOAC, 
1995). 
Os lípidos foram determinados pela extração de uma massa conhecida da amostra 
liofilizada com éter de petróleo, usando o Soxhlet. Para determinar o teor de proteínas 
(Nx6,38) (Rouch et al., 2008) das amostras foi usado o método macro-Kjeldahl 
(Kjeldahl, 1883) onde se utilizou a massa de requeijão deslipidificada (retirada do 
Soxhlet). O teor de cinzas foi determinado por incineração a 550 °C. Os glúcidos foram 
calculados por diferença, a partir da seguinte equação: 
Hidratos de carbono = 100 - (humidade + proteínas + lípidos + cinzas ) (2.10) 
A energia total foi determinada de acordo com a seguinte equação:  
Energia (kcal) = 4 × (g proteínas + g glúcidos) + 9 × (g lípidos) (2.11) 




Os ácidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com deteção por 
ionização de chama (GC/FID). A massa obtida pela extração do Soxhlet foi misturada 
no vortex com 5 mL de reagente A (metanol: ácido sulfúrico: tolueno 2:1:1 (v/v/v)) 
onde ficou pelo menos 12 h num banho a 50 °C e sob agitação; de seguida adicionam-se 
3 mL de água e 3 mL de éter sendo intercaladas por idas ao vortex, obtendo-se desta 
forma uma separação de fases. Retira-se o sobrenadante e passa-se por sulfato de sódio 
anidro para retirar alguma água ou impurezas que possam existir; de seguida a amostra é 
recuperada para um vial devidamente filtrada com um microfiltro. O perfil de ácidos 
gordos foi obtido num GC modelo DANI 1000 equipado com um injetor split/splitless, 
detetor de ionização de chama (FID) e uma coluna Macherey Nagel (30 m0,32 
mm0,25 μm). O programa de temperatura do forno foi o seguinte: a temperatura inicial 
da coluna 50 °C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a temperatura a 30 °C/min até 
125 °C, 5 °C/min até 160 °C, 20 °C/min até 180 °C, 3 °C/min até 200 °C, 20 °C/min até 
220 °C que permaneceu durante 15 min. O gás de transporte (hidrogénio) tinha um 
caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injeção split (1:40) foi realizada a 
250 °C. Para cada análise, injetou-se 1 μL da amostra. A identificação de ácidos gordos 
foi feita com base nos tempos de retenção relativos dos picos da FAME e das amostras. 
Os resultados foram processados usando o software CSW 1,7 (DataApex 1,7) e 
expressos em percentagem relativa de cada ácido gordo de forma a obter as 
percentagens totais de ácidos gordos saturados (SFA), ácidos gordos monoinsaturados 
(MUFA) e ácidos gordos polinsaturados (PUFA). 
2.4 Análise estatística 
Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados foram expressos como 
valores médios e desvios padrão correspondentes (DP). Os resultados foram analisados 
por análise de variância (ANOVA) seguida de teste HSD Tukey’s com α = 0,05. Este 




3 Resultados e Discussão 
3.1 Atividade antioxidante dos extratos livres 
A atividade antioxidante dos cogumelos em estudo foi avaliada através dos métodos: 
efeito captador de radicais livres – DPPH, poder redutor e inibição da descoloração do 
β-caroteno.  
Os resultados expressos em termos de EC50 (concentração de amostra necessária para 
provocar 50% da atividade antioxidante ou 0,5 de absorvância no ensaio do poder 
redutor) obtidos nos diferentes ensaios para os extratos individuais (assinalados com *) 
encontram-se organizados na Tabela 3.1. Através da análise pode verificar-se que o 
Suillus luteus (Sl) possui uma atividade antioxidante superior, uma vez que os seus 
valores de EC50 são inferiores aos do Coprinopsis atramentaria (Ca). Nesta mesma 
Tabela é também realizada a comparação dos valores da atividade antioxidante (EC50) 
obtidos durante os ensaios realizados neste trabalho com os valores previamente 
publicados pela equipa de investigação do BioChemCore-CIMO (Centro de 
Investigação da Montanha). É possível observar que os valores de EC50 são distintos 
entre si mesmo sendo para as mesmas espécies de cogumelos. Tais diferenças podem 
ser justificadas pelo facto do procedimento de extração ser diferente, ou seja, a 
preparação dos extratos foi realizada em condições distintas. Em trabalhos anteriores o 
Sl (1,5 g) foi extraído com 40 mL de metanol durante 2 horas a 25ºC, a re-extração foi 
também realizada durante 2 horas com 20 mL de metanol (Reis et al., 2011), e o Ca (1 
g) foi extraído com metanol/água (80:20 v/v; 30 mL) durante 2 horas a -20ºC, onde 




posteriormente foi levado aos ultrassons durante 15 minutos; o resíduo sólido voltou a 
ser re-extraído nas mesmas condições (Heleno et al., 2012). Estas condições diferem 
das utilizadas neste trabalho (1.5 g de cada cogumelo foi extraído com 30 mL de 
metanol durante 1 hora a temperatura ambiente, a re-extração foi realizada nas mesmas 
condições) levando a que os valores da atividade antioxidante contenham diferenças 
significativas.  
Tabela 3.1 – Comparação dos valores de EC50 (mg/mL) com os da bibliografia (médiaDP). 
 Sl* 
Sl** (Reis et 
al., 2011) 
Ca* 
Ca** (Heleno et 
al., 2012) 
Efeito Captador de radicais 
livres (DPPH) 
2,860,02 1,920,08 4,620,14 3,870,41 
Poder Redutor 0,970,02 0,750,03 1,110,02 1,290,11 
Inibição da descoloração 
do β-caroteno 
1,640,20 0,610,02 5,280,36 1,030,07 
* - Valores obtidos durante a realização dos ensaios laboratoriais.** - Valores existentes em artigos 
publicados pela equipa de investigação.  
Na Tabela 3.2, são apresentados os valores de EC50 para as misturas utilizando os vários 
ensaios utilizados. Adicionalmente apresenta-se a avaliação do efeito combinatório das 
misturas (sinergista, aditivo ou antagonista). Relativamente às misturas nas diferentes 
proporções é possível observar que a combinação Sl:Ca (1:2) demonstrou resultados 
menos favoráveis. As misturas Sl:Ca (1:1) e Sl:Ca (2:1) conduziram a resultados 
superiores e semelhantes entre si, sendo que a última combinação revela valores de EC50 
ligeiramente melhores no ensaio do efeito captador de radicais livres – DPPH e poder 
redutor. Contudo, os resultados experimentais da capacidade antioxidante das misturas 
foram, na sua maioria, melhores que os valores teóricos (calculados através da média 
ponderada dos resultados obtidos para os extratos individuais), evidenciando deste 
modo, uma predominância dos efeitos sinergistas. Efetivamente, estes efeitos foram 
observados em 67% dos ensaios, ou seja, nestes casos houve um aumento da capacidade 
antioxidante superior à que seria esperada considerando um mero efeito aditivo das 
espécies individualmente. Os resultados obtidos mostraram diferentes comportamentos 
nos ensaios de atividade antioxidante de acordo com as proporções utilizadas, indicando 
que as misturas de cogumelos permitem a ocorrência de diferentes interações químicas 
entre os compostos obtidos em cada espécie. 




Tabela 3.2 – Valores relativos à atividade antioxidante das espécies de cogumelos avaliadas individualmente e em misturas com diferentes proporções (média±DP). 
Atividade antioxidante (valores de EC50, mg/mL) 
 Sl Ca 
Sl:Ca(1:1) Sl:Ca(1:2) Sl:Ca(2:1) Controlo 
Positivo 
(Trolox) Teórico* Experimental Efeito Teórico** Experimental Efeito Teórico*** Experimental Efeito 
Efeito Captador de 
radicais livres - 
DPPH 
2,860,02 4,620,14 3,74 3,490,13 ES 4,04 4,070,06 EA 3,44 2,720,02 ES 0,04±0,00 




1,640,20 5,280,36 3,46 1,460,04 ES 4,08 1,510,24 ES 2,84 1,470,04 ES 0,003±0,00 
Os valores teóricos foram calculados como médias ponderadas dos valores EC50 experimentais dos cogumelos individuais. *Teórico: EC50=EC50Sl×0,5+EC50Ca×0,5; 
**Teórico: EC50=EC50Sl×0,33+EC50Ca×0,67; ***Teórico: EC50=EC50Sl×0,67+EC50Ca×0,33; 




ES – Efeito Sinergista: os valores experimentais são maiores que 5%, no entanto, são inferiores quando comparados aos valores de EC50 teóricos; EA – Efeito Aditivo: as 
diferenças entre os valores teóricos e experimentais são menores a 5%; SN – Sinergismo Negativo (antagonista): os valores experimentais são maiores que 5%, no entanto, 
são superiores quando comparados aos valores de EC50 teóricos. 
 




Os fenóis totais foram obtidos através do ensaio colorimétrico Folin-Ciocalteu e 
encontram-se na Tabela 3.3. Os extratos combinados nas diferentes proporções revelam 
maior conteúdo de fenóis e verifica-se a concordância relativamente aos valores de 
EC50, ou seja, as misturas de Sl:Ca (2:1) e Sl:Ca (1:1) que mostraram anteriormente 
valores idênticos de atividade antioxidante revelam, estatisticamente, ter o mesmo teor 
de fenóis. Este resultado vai de encontro ao referido anteriormente por (Heleno et al., 
2012; Froufe et al., 2009), quando descreveram uma correlação entre a atividade 
antioxidante de cogumelos e a quantidade de fenóis totais, ou seja, quanto maior o teor 
de fenóis maior é a atividade antioxidante. 
Tabela 3.3 - Conteúdo de fenóis totais das espécies de cogumelos avaliadas individualmente e em 
misturas com diferentes proporções (médiaDP). 
Fenóis totais (mg EAG/g extrato) 
Sl Ca Sl:Ca(1:1) Sl:Ca(1:2) Sl:Ca(2:1) 
40,791,16a 27,030,85d 34,421,89b 31,640,23c 35,340,83b 
EAG- equivalentes de ácido gálico. Letras diferentes correspondem a valores significativamente 
diferentes (p <0,05). 
  




3.2 Atividade antitumoral dos extratos livres 
Os valores resultantes da atividade antitumoral foram expressos em valores de GI50 
(concentração de amostra para atingir 50% de inibição da proliferação celular) podem 
ser observados na Tabela 3.4. O estudo recaiu sobre quatro linhas celulares tumorais 
humanas diferentes: MCF7 (cancro de mama), HCT15 (cancro do colón), HeLa (cancro 
da cervical) e HepG2 (cancro de fígado) e uma cultura de células primárias não 
tumorais, PLP2, que dizem respeito a células de fígado de porco. O estudo com células 
não-tumorais teve como objetivo verificar se os extratos de cogumelos eram tóxicos 
para este tipo de células, ou seja, avaliar a sua hepatotoxicidade.  
Através da avaliação da Tabela 3.4 (marcados com *) é possível verificar que o Suillus 
luteus (Sl) apresentou atividade antitumoral para todas as linhas tumorais estudadas, 
porém tal não foi verificado para o cogumelo Coprinopsis atramentaria (Ca), desta 
forma, as combinações realizadas não obtiveram resultados sinergistas uma vez que o 
cogumelo Ca não trazia nenhuma vantagem na sua utilização. 
Relativamente às quatro linhas tumorais, verifica-se que é necessário uma concentração 
inferior de extrato de Sl para atingir uma inibição de 50% de HepG2 (células tumorais 
de fígado), neste caso é necessário apenas uma concentração de 84 μg/mL. No entanto, 
quando se observa o caso das células cancerígenas de mama (MCF7) é notório que a 
concentração de Sl tem de ser maior para conseguir inibir a mesma percentagem de 
células. Na questão da hepatotoxicidade, não foi revelada qualquer tipo de toxicidade 
dos extratos dos cogumelos nas células não tumorais.  
Mais uma vez o processo de extração teve influência nos resultados obtidos. Desta 
forma, na Tabela 3.4 (marcados com **) são apresentados os valores de GI50 publicados 
em artigos para os mesmos cogumelos. Nos trabalhos já publicados o Sl (2 g) foi 
extraído com 50 mL de metanol durante 6 horas a -20ºC, no final é levado aos 
ultrassons durante 15 minutos a re-extração é efetuada nas mesmas condições (Santos et 
al., 2013). O Ca (10 g) foi extraído com 250 mL de metanol durante 6 horas a -20ºC, 
depois o extrato foi aos ultrassons 15 minutos e por fim centrifugado (Heleno et al., 
2014). Visto estas condições serem distintas das praticadas na realização deste trabalho 
(1.5 g de cada cogumelo foi extraído com 30 mL de metanol durante 1 hora a 




temperatura ambiente, a re-extração foi realizada nas mesmas condições) leva a que os 
valores de atividade antitumoral sejam diferentes. 




et al., 2013) 
Ca* 
Ca** (Heleno 
et al., 2014) 
Controlo 
positivo 
Atividade antitumoral (Valores GI50, µg/mL) 
MCF7 160,87±15,20 32,25±5,7 a.n. 53,10±4,72 0,91±0,04 
HCT15 154,87±16,05 17,75±1,6 a.n. 36,44±3,3 1,91±0,06 
HeLa 88,02±6,42 b a.n. a.n. 1,14±0,21 
HepG2 84±1,05 b a.n. a.n. 3,22±0,67 
Hepatotoxicidade (Valores GI50, µg/mL) 
PLP2 a.n. a.n. a.n. a.n. 2,06±0,03 
* - Valores obtidos durante a realização dos ensaios laboratoriais.** - Valores existentes em artigos 
publicados pela equipa de investigação. a.n. – atividade negativa até 400 µg/mL. b – não documentado no 
artigo. 
Durante o ensaio da atividade antitumoral (ensaio da SRB) as células foram expostas a 
cinco concentrações diferentes do extrato de cogumelo. Na Figura 3.1 encontra-se uma 
compilação de fotografias tiradas através do sistema de aquisição de imagem (Nikon 
Digital Sight DS-LI) acoplado ao microscópio ótico invertido (Nikon Eclipse TS100). 
Estas imagens foram obtidas minutos antes de ser colocado o TCA na microplaca.  
 
Figura 3.1 – Crescimento das células tumorais HeLa para diferentes concentrações de extrato. A:400 
μg/mL; B: 100 μg/mL; C: 25 μg/mL; D: 6,25 μg/mL; E: 1,56 μg/mL. 




Através da observação da Figura 3.1 é possível verificar a inibição existente na 
proliferação celular. Quando se faz a comparação entre a Figura 3.1-A e 3.1-E é 
evidente a diferença existente na quantidade de células tumorais, pois no primeiro caso 
o extrato tem uma concentração de 400 μg/mL e no último a concentração é de apenas 
1,56 μg/mL. Assim sendo, as concentrações mais altas tornam o meio menos propício 
para a proliferação celular, provocando mesmo a morte da maioria das células 
existentes, sendo que as poucas células que se podem observar, não possuem a forma 
que lhes é característica.  
Pela visualização da Figura 3.2 pode ser analisada a percentagem de proliferação das 
diferentes células tumorais humanas quando expostas ao extrato do Suillus luteus. 
Através desta Figura pode-se averiguar, em forma de percentagem, os resultados 
implícitos na Figura 3.1. Mais uma vez é percetível que quando as células são expostas 
a uma concentração de extrato superior existe um menor crescimento celular. Pode-se 
ainda verificar que a taxa de proliferação das células HCT15 é praticamente constante 
entre as concentrações 25 e 1,56 µg/mL.  
 
Figura 3.2 – Avaliação da taxa de proliferação de células tumorais em função da concentração de extrato 




























A encapsulação dos extratos de cogumelo foi realizada recorrendo ao processo de spray 
drying como referido anteriormente. O material de encapsulação utilizado foi a 
maltodextrina (MD) uma vez ser um material que possui boa capacidade de proteção de 
princípios ativos de origem natural e também por ser comestível e não tóxico.  
O processo de microencapsulação foi desenvolvido tendo por base o trabalho publicado 
por Wu et al. (2014). A concentração do material de encapsulação foi fixada em 20% 
(m/v). Foram realizadas quatro atomizações, sendo com elas produzidos pós apenas de 
maltodextrina, de Sl, de Ca e da combinação de ambos na proporção de Sl:Ca (1:1). O 
teor de sólidos no final foi de 21. A combinação de Sl:Ca (1:1) (0,5g de Sl e 0,5 g de 
Ca) foi escolhida devido aos valores obtidos através da atividade antioxidante e 
compostos bioativos, uma vez ser uma das melhores combinações e ter revelado efeitos 
sinergistas relativamente ao potencial antioxidante. Por outro lado, a combinação de 
proporções iguais facilita processo de preparação dos extratos e a sua incorporação na 
matriz alimentar. 
Durante a atomização da solução homogeneizada verificou-se que houve uma grande 
perda durante o processo de secagem, uma vez que uma parte considerável do pó ficava 
agarrado na câmara de secagem do equipamento, assim sendo, o rendimento rondou em 
média os 50%. Na Tabela 3.5 pode ser observado o rendimento individual para cada 
extrato utilizado.  
Tabela 3.5 – Massa de microesferas obtidas no spray drying e o rendimento do processo.  
Mic Massa de Mic obtida [g] Rendimento % [m/m] 
Sl 11,60 55,2 
Ca 10,87 51,8 
Sl:Ca(1:1) 9,89 47,1 
Após a atomização os pós foram recolhidos e armazenados no frio. Foi possível 
verificar de imediato a diferença de cor das microesferas produzidas, ou seja, as Mic 
placebo apresentavam uma cor branca (cor característica de MD) e as Mic com extrato 
incorporado uma cor castanha claro, como se pode observar na Figura 3.3. Um outro 




aspeto verificado nas Mic é que não possuíam o odor forte e característico do extrato de 
cogumelo na forma livre (avaliação qualitativa). 
 
Figura 3.3 – Cor das microesferas obtidas, com e sem extrato de cogumelo.  
3.3.1  Caracterização das Mic 
Após serem obtidos os pós das microesferas foram realizados alguns ensaios com o 
intuito de as caracterizar. Começou-se por realizar um ensaio para avaliar o teor de 
humidade das Mic. Para tal foram apenas utilizadas as Mic placebo (sem princípio 
ativo), após terem estado durante 60 minutos expostas a uma temperatura de 100ºC, são 
retiradas e deixadas a arrefecer num exsicador. São retirados o valor da massa 
periodicamente até que esta seja constante. Constatou-se que o pó das Mic estava isento 
de humidade uma vez que não houve redução da sua massa. 
Para avaliar a morfologia, as microesferas foram observadas por microscopia eletrónica 
de varrimento (MEV). Na Figura 3.4 podem ser observadas três ampliações diferentes 
das Mic de Sl:Ca (1:1), contudo no Anexo A encontram-se todos os registos 
fotográficos das Mic placebo e das Mic com extrato individual incorporado. 
 
Figura 3.4 – MEV das Mic de Sl:Ca (1:1). A) Ampliação 530x. B) Ampliação 1300x. C) Ampliação 
2300x. As setas a laranja indicam Mic com superfície lisa e a área a vermelho Mic com superfície rugosa. 
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Através da observação da Figura 3.4 pode-se verificar que as Mic apresentam dois tipos 
diferentes de superfície, umas são lisas (Figura 3.4 indicado com setas a laranja), no 
entanto outras apresentam algumas irregularidades (Figura 3.4-C rodeado a vermelho), 
estas últimas contêm uma espécie de “pregueado” para o interior da micropartícula, 
normalmente denominadas de invaginações, aspeto que pode estar relacionado com o 
facto das gotas líquidas terem uma evaporação muito rápida ao longo do processo de 
secagem (Rosenberg et al., 1985), criando desta forma microesferas menos lisas na 
superfície. Das três atomizações realizadas, as partículas do pó das Mic contendo 
extrato de Sl incorporado apresentam maior quantidade de invaginações. 
Durante a observação das Mic por microscopia eletrónica foi também efetuada a 
medição do diâmetro das partículas (Figura 3.5), este variou entre os 2 e os 55 µm, 
sendo que o tamanho máximo foi registado para as microesferas de Sl:Ca (1:1).  
 
Figura 3.5 - Diâmetro médio das Mic Sl:Ca (1:1).  
Posteriormente foram realizados estudos por FTIR com o intuito de verificar a presença 
do extrato nas Mic, porém este estudo não foi muito conclusivo uma vez que os espetros 
são muito semelhantes entre si (ver espetros no Anexo B). Nomeadamente as Mic 
contendo o extrato não evidenciaram nenhum pico característico deste, possivelmente 










Assim recorreu-se à avaliação das amostras por HPLC, visando a verificação da 
presença dos extratos nos microencapsulados e calcular a eficiência de encapsulação. 
Na Figura 3.6 A, B e C encontram-se os cromatogramas representativos da 
maltodextrina, extrato de Sl livre e das Mic com extrato de Sl, respetivamente. Nesta 
Figura é possível observar a presença do extrato nas Mic através, p. ex., do pico 1 (ácido 
cinâmico). Os restantes cromatogramas encontram-se em Anexo C. 
A avaliação da eficiência de encapsulação foi realizada com base no ácido cinâmico 
dado este ser o composto maioritariamente presente nos extratos livres (Figura 3.6 – B, 
pico 1) e também por não ter qualquer tipo de interferência com a MD. Tal pode ser 
verificado no cromatograma da MD onde não são verificados picos na zona do ácido 
cinâmico (Figura 3.6 - A). 
Na Tabela 3.6 encontram-se os valores de eficiência de encapsulação (EE) obtidos para 
cada atomização realizada.  
Tabela 3.6 – Eficiência de encapsulação obtida para os extratos individuais e para a combinação (média  
DP).  
Mic 
Quantidade de ácido cinâmico nas 
Mic - teórico [mg/g extrato] 
Quantidade de ácido cinâmico nas 
Mic - experimental [mg/g Mic] 
EE % [m/m] 
Sl 0,330,01 0,210,01 62,580,06 
Ca 0,460,02 0,200,01 43,460,36 
Sl:Ca(1:1) 0,360,01 0,210,02 59,820,13 
Precedendo os ensaios de avaliação da atividade antioxidante dos microencapsulados 
foram realizados ensaios com as Mic sem princípio ativo, com intuito de verificar se a 
maltodextrina apresentava ou não poder antioxidante. 
Com base nos ensaios realizados foi possível verificar que a maltodextrina não 
apresenta atividade antioxidante nas concentrações a ser testadas futuramente. Na 
Figura 3.7-A e B é possível verificar que não houve a alteração de cor das 
concentrações menores para as maiores. 
 





Figura 3.6 – A) Cromatograma MD. B) Cromatograma extrato livre Sl. C) Cromatograma Mic com Sl incorporado. 1 – Ácido cinâmico.  
 




Assim, procedeu-se à avaliação da atividade antioxidante das Mic contendo Sl, Ca e 
Sl:Ca (1:1) e ainda da mistura resultante da combinação das microesferas Mic Sl + Mic 
Ca (também na proporção 1:1). Na Figura 3.7-C e D observa-se pela colorimetria que 
existe atividade, sendo mais um indicativo que o extrato não só ficou encapsulado como 
também não perdeu a sua bioatividade. Na Tabela 3.7 são apresentados os valores de 
EC50 obtidos com os dois ensaios efetuados para todas as amostras testadas. 
 
Figura 3.7 – Ensaio da atividade antioxidante para os ensaios DPPH e PR. A e B para as Mic placebo e C 
e D para as Mic Sl, Ca, Sl:Ca (1:1) e Mic Sl + Mic Ca. 
Tabela 3.7 – Valores relativos à atividade antioxidante (EC50 (mg/mL)) das microesferas (médiaDP). 
Ensaio Mic Sl Mic Ca Teórico 
Mic Sl:Ca (1:1) Mic Sl (1) + Mic Ca (1) 
Experimental Efeito Experimental Efeito 
DPPH  2,130,06 2,360,16 2,25 1,960,06 ES 2,040,04 ES 
PR 0,850,00 0,780,00 0,82 0,870,01 SN 0,830,02 EA 
Valor teórico obtido através da expressão: EC50=EC50Sl×0,5+EC50Ca×0,5. ES – Efeito Sinergista: os 
valores experimentais são maiores que 5%, no entanto, são inferiores quando comparados aos valores de 
EC50 teóricos; EA – Efeito Aditivo: as diferenças entre os valores teóricos e experimentais são menores a 
5%; SN – Sinergismo Negativo (antagonista): os valores experimentais são maiores que 5%, no entanto, 
são superiores quando comparados aos valores de EC50 teóricos. 
É possível verificar pela Tabela 3.7 que os extratos encapsulados nas microesferas 
possuem também efeitos sinergistas, sendo ligeiramente melhor a combinação Mic 
Sl:Ca (1:1) do que a combinação de microesferas individuais. 




As Mic Sl:Ca (1:1) revelaram resultados mais satisfatórios quanto à atividade 
antioxidante e por isso foram escolhidas para serem incorporadas numa matriz 
alimentar. As restantes microesferas foram utilizadas para os estudos de estabilidade. 
Os estudos de estabilidade durante o armazenamento foram realizados com as amostras 
de microesferas Mic Sl e Mic Ca para comparação com o extrato livre (Sl e Ca) (Figura 
3.8). A massa utilizada de extrato microencapsulado e livre foi calculada tendo por base 
a obtenção de uma concentração de 20 mg/mL nos ensaios de determinação da atividade 
antioxidante. Para este estudo, as amostras foram armazenadas por um período de 30 
dias a três condições diferentes, sendo seguidamente enumeradas: 
 Temperatura 1: 37ºC - Incubadora; 
 Temperatura 2: 4ºC – Frigorífico; 
 Luz constante – Sala climatizada; 
 
Figura 3.8 – Preparação das amostras. 
Decorridos 30 dias, as amostras foram recolhidas e realizados os estudos da 
bioatividade. Na Tabela 3.8 e 3.9 encontram-se os resultados obtidos para o cogumelo 
Sl e Ca, respetivamente. 
Pela análise da Tabela 3.8, pode-se verificar que ao fim de 30 dias a atividade 
antioxidante do extrato livre Sl é genericamente melhor com a exceção da amostra que 
permaneceu a 4 °C que manteve o mesmo PR. No caso das microesferas de Sl o DPPH 
foi melhor ao fim de 30 dias, à exceção da amostra armazenada a 4 °C que mostra um 
valor similar ao tempo inicial; no entanto, o PR foi relativamente pior. 
A exposição à luz melhora a atividade antioxidante quer do extrato livre quer do 
microencapsulado, talvez porque cria condições de stresse propícias à interação com as 
moléculas antioxidantes. O armazenamento a 37 °C potencia o PR do extrato livre em 
relação ao armazenamento a 4 °C, enquanto no extrato encapsulado observa-se o 




contrário. Para o DPPH, foi melhor o armazenamento do extrato microencapsulado a 37 
°C. 
Para os dados apresentados na Tabela 3.9 é possível verificar que no final dos 30 dias o 
DPPH do extrato livre e microencapsulado de Ca é melhor, pelo contrário o PR é 
genericamente pior.  
A exposição à luz melhora o DPPH quer do extrato livre quer do microencapsulado, 
mas piora o PR, o que evidência os distintos mecanismos de ação envolvidos nos 
ensaios (DPPH envolve moléculas com atividade captadora de radicais livres – dadoras 
de radicais de hidrogénio, enquanto que o PR envolve moléculas redutoras – dadoras de 
eletrões). Quando comparados os valores nas diferentes temperaturas é possível 
verificar que o armazenamento a 37 °C potencia a atividade antioxidante do extrato 
livre e do microencapsulado, pois está sujeito a uma condição de stresse em relação ao 
armazenamento a 4 °C. 
 






Tabela 3.8 – Valores de EC50 (mg/mL) para o extrato livre de Sl e respetivo encapsulado, para tempo 0 e 30 dias (médiaDP). 
Ensaios 





4 °C 37 °C Luz 4 °C 37 °C Luz 
DPPH 2,860,02a 2,390,14c 2,340,02c 2,700,17b 2,130,06a 2,180,03a 1,990,07b 1,990,03b 
PR 0,960,02a 0,970,01a 0,900,01b 0,890,01b 0,850,01c 0,950,01b 0,980,01a 0,980,01a 
Em cada linha e para cada preparação, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes (p <0,05). 
 
Tabela 3.9 - Valores de EC50 (mg/mL) para o extrato livre de Ca e respetivo encapsulado, para tempo 0 e 30 dias (médiaDP). 
Ensaios 





4 °C 37 °C Luz 4 °C 37 °C Luz 
DPPH 4,620,14a 2,290,07d 2,980.11b 2,560,08c 2,360,16a 2,110,14b 1,860,13c 2,210,17ab 
PR 1,110,02b 1,340,01a 1,130,03b 1,360,01a 0,780,01b 0,860,01a 0,690,01c 0,800,01b 
Em cada linha e para cada preparação, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes (p <0,05). 
 




3.4 Incorporação numa matriz alimentar 
3.4.1 Avaliação das propriedades antioxidantes  
Nesta fase do trabalho, as microesferas Sl:Ca (1:1) foram incorporadas numa matriz 
alimentar natural: requeijão. Foram introduzidas as microesferas de Sl:Ca (1:1) uma vez 
que nos estudos anteriores revelaram uma boa atividade antioxidante como também 
efeitos sinergistas. 
Na Tabela 3.10 encontram-se organizados os valores de EC50 dos requeijões para os 
ensaios de DPPH e PR. Este estudo teve como objetivo averiguar a diferença da 
incorporação do extrato na forma livre ou microencapsulada relativamente ao requeijão 
controlo. O estudo da atividade antioxidante teve por base dois tempos distintos: (i) 
logo após a incorporação, tempo inicial (t=0dias); (ii) após sete dias (t=7 dias) de 
armazenamento no frigorífico a 4 °C.  
Tabela 3.10 – Atividade antioxidante, resultados em valores de EC50 (mg/mL), dos requeijões controlo, 
com extrato livre e extrato microencapsulado do tempo inicial e após 7 dias de armazenamento 
(médiaDP). 
Ensaio 
Tempo = 0 dias Tempo = 7 dias 
Controlo Extrato Microesferas Controlo Extrato Microesferas 
DPPH >200 83,612,57b 133,4424,09a >200 161,867,28a 96,969,33b 
PR >200 14,490,19b 20,460,49a 56,580,18a 19,960,70b 13,670,18c 
Em cada linha e para cada tempo, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes 
(p <0,05). 
Quando analisados, os valores da Tabela 3.10, revelam que as amostras do requeijão 
controlo não apresentaram atividade antioxidante (avaliada pelos ensaios do DPPH e 
PR), ao contrário dos requeijões com extrato livre e encapsulados incorporados. Assim, 
pode-se verificar que nestes casos o extrato de cogumelo quer na forma livre quer 
encapsulada confere atividade antioxidante ao requeijão. 
O facto do requeijão controlo apresentar melhoria do PR ao longo do tempo pode estar 
relacionado com compostos presentes no próprio requeijão capazes de doar eletrões, isto 
é, compostos redutores que se formam como resultado da peroxidação lipídica que 
ocorre no requeijão (matriz rica em lípidos). Pelo contrário, a variação dos valores de 




DPPH está mais relacionada com a presença de extrato, uma vez que no controlo não 
houve variação. 
O extrato livre confere ao requeijão valores superiores de atividade antioxidante no 
tempo inicial (t=0 dias) comparativamente com o extrato encapsulado para o mesmo 
tempo. Assim, é possível afirmar que existe uma maior disponibilidade do extrato livre 
no tempo inicial e uma maior proteção deste quando encapsulado dado que os valores 
obtidos para este último caso foram piores. 
Quando são comparados os valores de EC50 do ensaio DPPH e PR ao fim de 7 dias do 
requeijão com extrato na forma livre e microencapsulada, verifica-se que o requeijão 
que contém o extrato microencapsulado apresenta melhores resultados do que o que 
possui extrato livre. Neste caso, as microesferas possibilitaram uma libertação gradual 
de extrato e por conseguinte uma maior preservação de bioativos levando assim à 
melhoria da atividade antioxidante ao fim de 7 dias, enquanto no extrato livre parece ter 
havido uma degradação dos compostos bioativos ao longo do tempo. 
Em ambos os ensaios (DPPH e PR), os resultados mostraram que o extrato 
microencapsulado levou a uma melhor preservação da atividade antioxidante ao longo 
do tempo aumentando por isso a sua biodisponibilidade no momento de ingestão. 
3.4.2  Avaliação da cor dos requeijões  
A cor é a primeira impressão que se tem dos alimentos, assim, a questão da perceção 
visual é uma consideração importante no desenvolvimento de novos produtos 
alimentares. As componentes de cor dos requeijões controlo, com extrato livre e 
microencapsulado foram lidas para o tempo 0 e depois de 7 dias de armazenamento e 
encontram-se organizados na Tabela 3.11 como valores de luminosidade (L*), valores 
entre as cores vermelho – verde correspondentes a a*, valores entre as cores amarelo – 
azul representadas por b* e cor total (ΔE).  
Pela avaliação dos resultados apresentados na Tabela 3.11, pode-se verificar que a 
introdução dos extratos livres ou microencapsulados não afetou a cor total dos 
requeijões, uma vez que pelo tratamento estatístico os valores não revelaram diferenças 
significativas. De forma individual, o L* é o b* são os que apresentam valores mais 
significativos. Os valores de L* não apresentaram diferenças estatisticamente 




significativas para o tempo 0 e 7 dias, revelando que os requeijões se aproximam da cor 
branca, já os valores de b* divulgam uma cor amarelada dos requeijões e, no tempo 0, o 
requeijão controlo e com extrato na forma livre não apresentaram diferenças 
significativas, contudo, o requeijão com microesferas revela uma pequena diferença. 
Por outro lado, no tempo 7 dias não se registou nenhuma diferença estatisticamente 
significativa. A componente a* é muito próxima de zero sendo que pouco contribui para 
a cor total do requeijão.  
Tabela 3.11 – Cor CIE L*, a* e b* dos requeijões controlo, com extrato livre e extrato microencapsulado 
do tempo inicial e após 7 dias de armazenamento (média±DP). 
Os valores de ΔE, cor total, são determinados utilizando a expressão: ∆E=√L*
2
+𝑎∗2+𝑏∗2. Em cada linha 
e para cada tempo, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes (p <0,05). 
3.4.3 Valor nutricional 
Após o estudo da atividade antioxidante nos requeijões, foram realizados ensaios para 
verificar o valor nutricional dos mesmos. O valor nutricional recaiu sobre o estudo da 
percentagem de água, cinzas e o teor de macronutrientes (lípidos, proteínas e glúcidos); 
no final, foi também calculada a contribuição energética dos requeijões. Na Tabela 3.12 
são apresentados os valores relativos à composição de macronutrientes e valor 
energético das amostras; estes valores dizem respeito a 100 g de requeijão.  
Através da Tabela 3.12 verifica-se que o teor de humidade (% de água) nos requeijões 
para o tempo inicial (t=0) não apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 
Os requeijões controlo e com microesferas após 7 dias de armazenamento também não 
apresentaram diferenças, no entanto, o requeijão com extrato livre apresentou um valor 
estatisticamente diferente. 
 Tempo = 0 dias Tempo = 7 dias 
 Controlo Extrato Microesferas Controlo Extrato Microesferas 
L* 91,50±0,85a 91,48±0,63a 91,10±0,93a 91,05±2,00a 90,74±0,87a 90,98±0,83a 
a* -2,12±0,14b -1,90±0,08a -1,93±0,11a -2,07±0,38a -1,74±0,39a -1,74±0,30a 
b* 9,86±0,31b 10,23±0,80b 11,11±0,46a 11,43±1,60a 12,39±1,79a 11,21±1,58a 
ΔE 92,06±0,83a 92,07±0,55a 91,79±0,91a 91,80±1,85a 91,62±0,69a 91,69±0,80a 






Tabela 3.12 - Valor nutricional dos requeijões controlo, com extrato livre e extrato microencapsulado do tempo inicial e após 7 dias de armazenamento (média ± DP). 
 
Tempo = 0 dias Tempo = 7 dias 
Controlo Extrato Microesferas Controlo Extrato Microesferas 
Humidade (g/100 g) 68,330,18a 69,250,22a 69,480,35a 67,770,15a 65,720,15b 68,110,28a 
Cinzas (g/100 g) 1,480,02ab 1,350,14b 1,620,10a 1,690,03b 1,800,09ª 1,560,05c 
Lípidos (g/100 g) 16,560,04ª 15,770,08b 15,510,18b 16,210,00b 17,670,39ª 16,040,04b 
Proteínas (g/100 g) 12,480,26a 12,600,03ª 12,100,00a 12,310,19a 12,430,03a 12,450,13a 
Glúcidos (g/ 100 g) 1,150,29a 1,030,03a 1,290,06a 2,020,20ª 2,380,33ª 1,840,13a 
Energia (kcal/100 g) 203,560,09a 196,440,70b 193,170,93b 203,230,07b 218,271,11ª 201,530,27b 
Em cada linha e para cada tempo, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes (p <0,05). 
 




Os requeijões controlo e incorporados com extrato livre e microencapsulado 
apresentaram valores de cinzas significativamente diferentes. Relativamente aos lípidos 
no tempo 0, o requeijão controlo apresentou maior teor, no entanto, os que possuem 
extrato livre e microencapsulado não apresentaram diferenças significativas, sendo 
inferiores ao controlo. Para o tempo de 7 dias, os requeijões controlo e com extrato 
microencapsulado também não apresentaram diferenças estatisticamente significativas, 
mas o que possui extrato na forma livre apresentou um teor de lípidos superior. 
Todos os requeijões apresentam valores estatisticamente similares de proteínas, em 
ambos os tempos de armazenamento. Quanto aos glúcidos, os requeijões de ambos os 
tempos de armazenamento também não apresentaram diferenças. A nível energético e 
no caso dos requeijões avaliados para t=0, o controlo apresentou um valor superior ao 
dos requeijões com extrato livre e microencapsulado que, por sua vez, não apresentam 
diferenças estatisticamente significativas entre eles. Também o requeijão com extrato 
livre, após 7 dias de armazenamento, demostrou um valor diferente comparativamente 
ao controlo e requeijão com extrato microencapsulado. 
Foram ainda avaliados e quantificados os ácidos gordos (AG) presentes em cada 
amostra, uma vez que os lípidos mostraram ser os macronutrientes maioritários nas 
matrizes alimentares estudadas. No Anexo D encontram-se descriminados os AG 
individuais identificados em cada uma das amostras, contudo na Tabela 3.13 são 
apresentados os valores totais de ácidos gordos saturados (SFA), monoinsaturados 
(MUFA) e polinsaturados (PUFA).  
Tabela 3.13 – Ácidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados (percentagem relativa) dos 
requeijões controlo, com extrato livre e extrato microencapsulado do tempo inicial e passados 7 dias de 
armazenamento (média ± DP).  
 Tempo = 0 dias Tempo = 7 dias 
 Controlo Extrato Microesferas Controlo Extrato Microesferas 
SFA 68,600,15a 72,520,61a 69,620,28a 71,811,32a 71,641,02a 71,040,90a 
MUFA 26,130,28a 22,950,55b 25,400,23a 23,551,01a 23,700,87a 24,121,00a 
PUFA 5,270,07a 4,530,07c 4,980,06b 4,650,31a 4,650,15a 4,850,11a 
Em cada linha e para cada tempo, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes 
(p <0,05). 




A partir da Tabela 3.13 é evidente que em todos os requeijões a gordura que tem maior 
prevalência é a saturada, sendo seguida pela monoinsaturada e por último a 
polinsaturada. Os níveis de SFA foram idênticos para todas as amostras para ambos os 
tempos de armazenamento. Os requeijões controlo e com extrato encapsulado t=0 
apresentaram valores de MUFA sem diferenças estatísticas, sendo que requeijão com 
extrato na forma livre apresentou um valor significativamente inferior. Quanto aos 
PUFA no t=0 revelaram variações em todos os requeijões apresentando o controlo 
maior conteúdo de gordura polinsaturada e o requeijão com extrato livre menor. Para o 
tempo t=7, não se registaram diferenças nos valores de MUFA e PUFA.  
Em síntese, pode concluir-se que a incorporação do extrato (na forma livre ou 
encapsulada) não alterou o valor nutricional dos requeijões. As amostras continuaram a 
apresentar os lípidos como macronutrientes maioritários com especial contribuição da 
gordura saturada. Apresentaram também o mesmo perfil de ácidos gordos, com o ácido 
palmítico (C16:0) como maioritário; os ácidos oleico (C18:1n9) e linoleico (C18:2n6) 
foram sempre o MUFA e PUFA maioritários, respetivamente (Figura 3.9). Os valores 
de humidade, cinzas, glúcidos e energia também estiverem sempre dentre dos valores de 
referência para este tipo de requeijões produzidos industrialmente. Posto isto, a 
incorporação do extrato torna-se uma vantagem uma vez que aumenta a atividade 
antioxidante do requeijão não modificando o seu valor nutricional. 
 





Figura 3.9 - Cromatograma individual dos ácidos gordos das amostras de requeijão controlo, requeijão com extrato livre e requeijão com extrato microencapsulado.  
1 – C4:0 – ácido butírico, 2 – C6:0 – ácido capróico, 3 – C8:0 – ácido caprílico, 4 – C10:0 – ácido cáprico, 5 – C11:0 – ácido hendecanóico, 6 – C12:0 – ácido láurico,7 – 
C13:0 – ácido tridecanóico, 8 – C14:0 – ácido mirístico, 9 – C14:1 – ácido miristoleico, 10 – C15:0 – ácido pentadecanóico, 11 – C16:0 – ácido palmítico, 12 – C16:1 – ácido 
palmitoleico, 13 – C17:0 – ácido heptadecanóico, 14 – C17:1 – ácido cis-10-heptadecanóico, 15 – C18:0 – ácido esteárico, 16 – C18:1n9 – ácido oleico, 17 – C18:2n6 – ácido 
linoleico, 18 – C18:3n3 – ácido α-linolénico, 19 – C20:0 – ácido araquídico, 20 – C20:1 – ácido eicosenóico, 21 – C20:3n6 – ácido eicosatrienóico, 22 – C20:4n6 – ácido 
araquidónico, 23 – C20:3n3 + C21:0 – ácido heneicosanóico, 24 – C20:5n3 – ácido eicosapentaenóico,25 – C22:0 – ácido beénico, 26 – C22:1n9 – ácido erucíco, 27 – C23:0 








4 Conclusões e Trabalho futuro 
Estudos disponíveis na literatura demonstraram que os compostos fenólicos obtidos a 
partir de algumas espécies de cogumelos comestíveis da região de Trás-os-Montes 
apresentam diferentes bioatividades, nomeadamente atividade antioxidante e 
antitumoral. Assim, o desenvolvimento de alimentos funcionais/nutracêuticos a partir 
destes compostos torna-se atrativo, sendo presentemente pouco explorados. Neste 
contexto, a microencapsulação dos extratos pode ajudar a ultrapassar problemas de 
instabilidade e restrições organoléticas, viabilizando a sua utilização mais generalizada 
no desenvolvimento de alimentos funcionais. Este trabalho, que teve por base a 
utilização de duas espécies de cogumelos silvestres: S. luteus e C. atramentária visou 
contribuir para este objetivo. 
Numa primeira fase, foram estudadas as propriedades antioxidantes dos extratos 
alcoólicos individuais e combinados em diferentes proporções. As combinações tiveram 
como objetivo verificar a existência de possíveis efeitos sinergistas. No que respeita à 
atividade antioxidante esses efeitos foram observados para algumas das combinações. 
Em particular, as misturas Sl:Ca (1:1) e Sl:Ca (2:1) revelaram efeitos sinergistas com 
valores EC50 próximos e uma concentração de fenóis totais sem diferença estatística. 
Não havendo diferenças significativas entre estas duas combinações optou-se por 
trabalhar com a mistura Sl:Ca (1:1). No que respeita à capacidade antitumoral dos 
extratos, realizada através do ensaio SRB, verificou-se que o extrato de Ca não revelou 
qualquer tipo de atividade. O extrato Sl foi o único que conduziu à diminuição da 




proliferação celular em linhas celulares tumorais humanas. Nenhum dos extratos 
mostrou hepatotoxicidade (cultuas primárias de células de fígado de porco). 
Numa segunda etapa os extratos Sl e Ca individualizados e a combinação Sl:Ca (1:1) 
foram microencapsulados pela técnica de spray drying com maltodextrina como agente 
encapsulante. O extrato de cogumelo foi primeiramente dissolvido em etanol e 
adicionado com água até obter uma proporção etanol:água de 10:90. A proporção 
extrato/maltodextrina utilizada foi de 1/20. O processo de encapsulação, realizado num 
equipamento Büchi mini spray dryer B290, teve como temperatura de entrada e saída 
170 °C e 95 °C, respetivamente e um caudal de alimentação de 6 mL/min. Estas 
condições resultaram em bons rendimentos (cerca de 50%) e numa boa eficiência de 
encapsulação (40 – 60%), sendo esta última determinada por HPLC relativamente ao 
ácido cinâmico (composto maioritário nos extratos). A morfologia e o tamanho das 
microesferas foram avaliados por MEV observando-se que a maioria das microesferas 
apresentou irregularidades na sua superfície. O tamanho registado variou entre os 2 – 50 
µm, sendo o tamanho máximo observado nas microesferas Sl:Ca (1:1). As microesferas 
foram ainda sujeitas aos ensaios de atividade antioxidante onde se verificou que o 
polímero utilizado não interferia na bioatividade do extrato, tendo os valores de EC50 
permanecido semelhantes. 
Numa terceira fase, as microesferas foram incorporadas numa matriz alimentar 
(requeijão). Durante a incorporação das diferentes formas de extratos foi possível 
verificar que houve uma maior facilidade de homogeneização do requeijão quando se 
utilizou a forma microencapsulada. O principal objetivo consistiu na avaliação das 
propriedades antioxidantes do requeijão quando aditivado com o extrato na forma 
microencapsulada, relativamente à utilização da forma livre. Adicionalmente foi feita a 
comparação com um requeijão não aditivado (controlo). Nesta avaliação, recorreu-se a 
dois ensaios para a determinação da atividade antioxidante (atividade captadora de 
radicais livres - DPPH e PR) em dois tempos distintos: instante inicial (t=0) e após sete 
dias de armazenamento (t=7) a 4 °C (acondicionamento no frigorífico). Foi observado 
que para t=0, a atividade antioxidante do requeijão incorporado com extrato livre é 
superior à do controlo e à do requeijão com extrato microencapsulado, decorrendo este 
efeito de uma maior disponibilidade do extrato no instante inicial quando este está na 
sua forma livre. Na análise para t=7 dias constatou-se que houve um aumento dos 
valores de EC50, ou seja, uma redução da atividade antioxidante que pode estar 




relacionada com a degradação dos compostos bioativos em contacto direto com a matriz 
alimentar. Relativamente aos requeijões incorporados com extrato microencapsulado 
verificou-se uma melhoria da atividade antioxidante ao longo do tempo, podendo esta 
ser justificada pela proteção efetiva do extrato (protegido pelas microesferas), assim 
como pela sua libertação gradual. Desta forma, as microesferas aumentaram a 
biodisponibilidade do extrato conferindo ao alimento uma maior atividade antioxidante 
no momento da ingestão. 
A avaliação do valor nutricional revelou que o requeijão contendo extrato livre e 
microencapsulado continuou a apresentar os lípidos como os macronutrientes 
maioritários, com especial contribuição para gordura saturada. Os ácidos gordos, 
avaliados por GC, revelaram que o ácido palmítico, oleico e linoleico são, 
respetivamente, os SFA, MUFA e PUFA maioritários. Os valores de humidade, cinzas, 
glúcidos, energia e cor mantiveram-se dentro dos valores de referência. Em síntese o 
valor nutricional e a cor não foram afetados pela introdução dos extratos (livres e 
microencapsulados). 
Complementarmente ao trabalho desenvolvido foi estudada a estabilidade dos 
microencapsulados, comparativamente aos extratos livres, ao armazenamento sob 
diferentes condições de temperatura (4 °C e 37 °C) e luz. Os estudos foram realizados 
para um período de tempo de 1 mês e as propriedades antioxidantes avaliados de acordo 
com dois ensaios diferentes (atividade captadora de radicais livres - DPPH e PR). No 
final verificou-se que a exposição à temperatura de 37 °C e à luz melhora a atividade 
antioxidante quer do extrato na forma livre quer microencapsulada. Este fenómeno pode 
ser justificado pelas condições de stresse a que estão sujeitos durante o armazenamento, 
potenciando a interação das moléculas antioxidantes. No entanto, quando o extrato livre 
foi combinado com uma matriz alimentar ocorreu a degradação dos compostos 
bioativos. No caso do extrato microencapsulado verificou-se uma manutenção das suas 
propriedades bioativas. Em concreto, ao fim de 7 dias os requeijões enriquecidos com 
extrato microencapsulado apresentaram uma atividade antioxidante superior validando o 
efeito protetor da matriz de maltodextrina. Desta forma é possível maximizar a 
biodisponibilidade dos extratos no momento da ingestão destes alimentos. 
Dando seguimento a este trabalho, propõe-se como atividades futuras realizar extrações 
com solventes diferentes ou utilizar tecnologias mais verdes (extração supercrítica ou 




recorrendo à tecnologia de microndas) proporcionando a obtenção de frações de extrato 
com outras propriedades abrindo um leque de novas aplicações. Adicionalmente, 
estudar a combinação de outros extratos de cogumelos procurando tirar partido de 
efeitos sinergistas ao nível das propriedades antioxidantes e antitumorais ampliando o 
conceito introduzido neste trabalho. 
No que respeita ao processo de microencapsulação, podem testar-se outras matrizes 
poliméricas, outros métodos que não o spray drying e testar diferentes formulações 
(razão extrato/polímero, concentração da solução atomizada etc.). Outro ponto de 
interesse seria efetuar a otimização das condições de spray drying utilizadas (estas 
foram baseadas em trabalhos de referência) de forma a obter pós com uma morfologia 
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Anexo B – Espetros FTIR 
 
Figura 6.1 – Espetro FTIR para o extrato de Suillus luteus (Sl), Sl incorporado com 






Figura 6.2 - Espetro FTIR para o extrato de Coprinopsis atramentaria (Ca), Ca incorporado 





Figura 6.3 - Espetro FTIR para a mistura de extrato de Suillus luteus (Sl) e Coprinopsis 







Anexo C – Cromatogramas HPLC 
 












Anexo D – Quantificação de ácidos gordos 
Tabela 6.2 – Quantificação de ácidos gordos (percentagem relativa) presentes nos requeijões 





extrato livre- SlCa – 
t=0 
Requeijão com 
microesferas – SlCa 
– t=0 
C4:0 6,560,83 9,510,50 8,070,85 
C6:0 4,670,42 6,110,23 4,840,02 
C8:0 3,080,26 3,830,15 3,110,09 
C10:0 6,640,35 7,810,26 6,780,27 
C11:0 0,060,00 0,060,00 0,060,00 
C12:0 3,260,07 3,540,07 3,380,13 
C13:0 0,070,00 0,070,00 0,070,00 
C14:0 7,830,04 8,120,07 8,110,29 
C14:1 0,120,00 0,120,00 0,130,00 
C15:0 1,020,00 1,010,02 1,020,03 
C16:0 20,900,02 19,980,36 20,550,36 
C16:1 0,820,02 0,830,02 0,840,01 
C17:0 0,830,01 0,750,03 0,790,00 
C17:1 0,050,00 0,050,01 0,050,00 
C18:0 13,060,16 11,250,11 12,260,06 
C18:1n9 24,990,06 21,820,50 24,210,21 
C18:2n6 3,460,04 3,000,03 3,300,05 
C18:3n3 1,190,01 1,020,01 1,150,01 
C20:0 0,340,01 0,260,00 0,320,00 
C20:1 0,120,00 0,130,02 0,140,01 
C20:3n6 0,030,00 0,020,00 0,030,01 
C20:4n6 0,280,00 0,230,00 0,260,00 
C20:3n3+C21:0 0,070,00 0,060,01 0,060,00 
C20:5n3 0,130,01 0,120,00 0,120,01 
C22:0 0,150,01 0,110,00 0,140,00 
C22:1n9 0,030,00 0,000,00 0,030,01 
C23:0 0,050,00 0,040,00 0,050,00 
C22:6n3 0,110,01 0,080,02 0,060,01 
C24:0 0,080,01 0,050,00 0,070,00 
Soma dos ácidos gordos 
SFA 68,600,15 72,520,61 69,620,28 
MUFA 26,130,28 22,950,55 25,400,23 





Tabela 6.3 - Quantificação de ácidos gordos (percentagem relativa) presentes nos requeijões 





extrato livre- SlCa – 
t=7 
Requeijão com 
microesferas – SlCa 
– t=7 
C4:0 8,550,48 7,980,81 8,340,21 
C6:0 5,440,52 5,240,49 5,060,37 
C8:0 3,590,47 3,500,22 3,270,31 
C10:0 7,770,96 7,730,32 7,250,53 
C11:0 0,070,01 0,070,00 0,060,00 
C12:0 3,670,25 3,710,09 3,480,09 
C13:0 0,080,00 0,080,00 0,070,00 
C14:0 8,450,06 8,510,06 8,120,09 
C14:1 0,130,00 0,130,00 0,120,00 
C15:0 1,060,01 1,060,00 1,010,00 
C16:0 20,440,66 20,740,43 20,740,33 
C16:1 0,790,04 0,780,00 0,810,02 
C17:0 0,770,04 0,760,04 0,750,06 
C17:1 0,060,00 0,050,00 0,060,01 
C18:0 11,500,55 11,840,48 12,430,13 
C18:1n9 22,450,97 22,640,85 23,020,98 
C18:2n6 3,090,18 3,140,10 3,230,04 
C18:3n3 1,050,09 1,070,04 1,100,02 
C20:0 0,290,03 0,270,01 0,310,00 
C20:1 0,110,01 0,110,02 0,120,00 
C20:3n6 0,020,01 0,020,00 0,030,00 
C20:4n6 0,230,02 0,180,01 0,260,01 
C20:3n3+C21:0 0,070,01 0,060,00 0,070,01 
C20:5n3 0,100,00 0,100,00 0,110,01 
C22:0 0,110,01 0,120,00 0,130,02 
C22:1n9 0,000,00 0,000,00 0,000,00 
C23:0 0,040,00 0,040,00 0,040,00 
C22:6n3 0,070,01 0,090,01 0,060,04 
C24:0 0,000,00 0,000,00 0,000,00 
Soma dos ácidos gordos 
SFA 71,811,32 71,641,02 71,040,90 
MUFA 23,551,01 23,700,87 24,121,00 
PUFA 4,650,31 4,650,15 4,850,11 
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